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Synthese von Brommethylporphyrinen 
und einer Pyrrolaminosaure ’) 


Von 


Hans Fischer, Wilhelm Neumann und Josef Hirschbeck *) 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Marz 1943) 


Porphyrine mit Essigsiiureseitenketten sind synthetisch zuginglich?), 
aber die Synthese der wichtigsten Essigsiureporphyrine, der Uroporphyrine, 
steht noch aus. Die Hauptschwierigkeit fiir die Synthese dieser Uroporphy- 
rine liegt in dem Fehlen einer allgemeinen Methode, Pyrrole mit Essigsiure- 
und Propionsiureresten als /-Seitenketten zu gewinnen. Deshalb ver- 
suchten wir mit Hilfe von Brommalonsaure in Pyrrole mit freier 6-Stellung 
den Essigsiurerest einzufiithren. Die Reaktion verlief aber ganz anders. 
Bei Anwendung von 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol entstand iiber- 
raschenderweise 2,4- Dimethyl -3-brom-methyl -5 -carbathoxypyrrol, und 
zwar in guter Ausbeute. Bei dieser Reaktion tritt Abspaltung von Kohlen- 
oxyd ein und der Reaktionsmechanismus ist offenbar der, da8 sich zu- 
nichst Bromglykolséiure bildet, die dann unter Wasseraustritt mit dem 
Pyrrol unter CO,-Abspaltung zum 2,4-Dimethyl-5-carbithoxy-3-brom- 
methyl-pyrrol fiihrt. 
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Die Reaktion erinnert an das Verhalten der Brenztraubensiure*) gegen 
2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol, wobei die Brenztraubensiure in der 
Enolform reagiert unter Bildung von 2,4-Dimethyl-5-(%-carboxy-vinyl)-5- 
carbaithoxypyrrol. 

Man sollte annehmen, daf in dem Brommethylpyrrol das Brom durch 
besondere Reaktionsfihigkeit ausgezeichnet sei und dafi von hier ab die 


*) Herrn Kollegen H. v. Euler zum 70. Geburtstag gewidmet. 

1) 46. Mitteilung zur Kenntnis der Porphyrine, 45. Mitteilung, H. 272, 1 (1941). 
*) H. Fischer u. A. Miller, H. 246, 31 (1937). 

3) H. Fischer u. H. Gademann, A. 550, 200 (1942). 
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Verlingerung der Seitenkette ohne Schwierigkeit sich vollziehen lassen 
wiirde. Das ist jedoch leider in keiner Weise der Fall, das Brom sitzt auBer- 
ordentlich fest; es tritt mit Kaliumalkoholat wie mit 5n-Kalilauge lediglich 
Verseifung in der a-Stellung ein, das Brom in der f-Methylgruppe bleibt 
sitzen. Man erhilt so die 2,4-Dimethyl-3-brommethyl-pyrrol-5-carbon- 
siure. Durch Brenzreaktion lit sich Decarboxylierung herbeifiihren zum 
2,4-Dimethyl-3-brommethyl-pyrrol, das jedoch unbestindig ist, aber als 
Azofarbstoff charakterisiert werden konnte. Wir hofften dann, durch Eis- 
essig—Jodwasserstoffreduktion aus dem Brommethyl-pyrrol 2,3,4-Tri- 
methylpyrrol zu erhalten, hierbei wird jedoch der Brommethylrest ab- 
geschlagen und es entsteht 2,4-Dimethylpyrrol, die Brommethylseitenkette 
verhilt sich also analog dem Acetylrest. Fiihrt man jedoch die Reduktion 
mit Hydrazinhydrat und Natriumalkoholat durch, so erhalt man 2,3,4- 
Trimethylpyrrol, das als Pikrat identifiziert wurde. 

Bekannterweise hingt die Reaktionsart nirgends so sehr von den Sub- 
stituenten ab wie in der Pyrrolreihe, und es lag deshalb nahe, im Brom- 
methylpyrrol die «-stiindige Methylgruppe zu substituieren, in der Hoff- 
nung, nunmehr eine erhéhte Reaktionsfahigkeit der Brommethylgruppe in 
der f-Stellung herbeizufiihren. Deshalb wurde die Kinwirkung von Sul- 
furylchlorid studiert. La8t man auf 1 Mol des Pyrrols 1 Mol Sulfurylchlorid 
einwirken, so erhilt man nach einiger Zeit schéne weibe, seidenglinzende 
Nadeln, die bei 225° schmelzen. Die Elementaranalyse stimmt fiir die 
Formel C,,)H,,0,NBrCl. Dieser Chlorkérper ist gegen Wasser bestindig. 
Wiirde der Eintritt des Chlors am Brommethylrest erfolgt sein, so miiBte 
der Chlorkérper durch Verkochen mit Wasser 2,4-Dimethyl-3-formy]-5- 
carbithoxypyrrol ergeben. Dieser Aldehyd konnte nicht erhalten werden. 
Der Chlorkérper, mit Silberacetat in Eisessig unter Riickflu® gekocht, gibt 
ein Acetat, das bei 91° schmilzt und nach den Ergebnissen der Elementar- 
analyse die Zusammensetzung C,,.H,,O,NBr aufweist (II). Erhitzt man 
diesen K6rper mit alkoholischem Kali, so erhaélt man einen Alkohol von 
der Formel C,)H,,O,NBr (IIT), der auch aus dem Acetatkérper unter den 
gleichen Bedingungen erhalten werden kann. La$t man auf den Chlor- 
kérper .alkoholische Kalilauge langere Zeit in der Hitze einwirken, so 
entstehen lange weife Nadeln von der Zusammensetzung C,,H,,0,N,Bry. 

Die leichte Durchfiihrbarkeit dieser Reaktionen erlaubt die SchluB- 
folgerung, daB durch die Kinwirkung von Sulfurylchlorid die Chlorierung 
des Pyrrols an der «-standigen Methylgruppe erfolgt. Der oben beschriebene 
Alkohol ist demnach das 2-Oxymethy]-3-brommethy!-4-methyl-5-carb- 
iithoxypyrrol (III). Der Kérper C,,H,,0,N,Br, 1a8t sich formulieren als 
3,3’-Dibrommethyl-4 ,4’-dimethyl-5,5'-dicarbithoxypyrromethan (IV). 

Die hier beschriebenen Reaktionen werden durch folgendes Schema 
veranschaulicht (vgl. nichste Seite). 

Sie stimmen vollig tiberein mit den vielfach gemachten Beobachtungen 
bei analog zusammengesetzten Pyrrolen und zeigen wieder die auBerordent- 
liche Haftfestigkeit des in der Seitenkette enthaltenen Broms, das trotz der 
vielen Umsetzungen erhalten geblieben ist. 
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Durch Anwendung entsprechend gréBerer Mengen Sulfurylchlorid 
wurde nun versucht, eine Weiterchlorierung des Ausgangsmaterials herbei- 
zufiihren. Es mufte jedoch dabei immer wieder die interessante Fest- 
stellung gemacht werden, da8 in iiberwiegender Menge stets der oben be- 
schriebene Monochlorkérper (1) entsteht, selbst bei groBem Uberschu8 an 
Sulfurylchlorid. Nur in geringer Ausbeute konnte ein zweites Reaktions- 
produkt, ein gelbes Ol, erhalten werden, das nie zur Krystallisation gebracht 
werden konnte, jedoch beim Verkochen mit Wasser einen Aldehyd gibt, 
dessen Semicarbazon in gelben Nadeln krystallisiert vom Schmelzp. 258°. 
Leider lieB die geringe Menge des vorhandenen Materials keine weiteren 
Versuche mit dem Aldehyd zu. Nach den Ergebnissen der Elementar- 
analyse hat der Aldehyd die Zusammensetzung C,,H,,.O,NBr. Diese Fest- 
stellung beweist wiederum, da durch Sulfurylchlorid die Brommethyl- 
gruppe nicht angegriffen wird. Wiirde an dieser Stelle die Weiterchlorierung 
erfolgen, so mite man 2,4-Dimethyl-3-formyl-5-carbithoxypyrrol er- 
halten. Dagegen sprechen die Analysenergebnisse von Aldehyd und Semi- 
carbazon und ferner der Mischschmelzpunkt mit dem oben erwahnten 
3-Formylpyrrol, der eme Depression von 21° zeigt. 
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Wie bereits erwihnt, erhalt man bei der Aldehydsynthese als Zwischen- 
produkt ein gelbes Ol. Diesem Kérper wird wohl die Zusammensetzung des 
als Zwischenprodukt anzunehmenden Dichlorkérpers (V) zukommen. Ver- 
suche, den Monochlorkérper durch Einwirkung von Sulfurylchlorid in den 
Dichlorkérper tiberzufiihren und so die Aldehydausbeute zu verbessern, 
verliefen stets mit minimalen Ausbeuten. 

Fiir die hier beschriebenen und formulierten Reaktionen kime noch 
eine zweite Erklarung in Frage: Chlorierung an der noch im Molekiil vor- 
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handenen /-stindigen Methylgruppe. Dagegen sprechen vor allem die Um- 
setzungen mit dem Monochlorkérper. Solche Reaktionen sind an Halogen- 
atomen in Seitenketten in der /-Stellung immer noch negativ verlaufen. 
Ferner spricht dagegen das Versuchsergebnis der Bromierung des 2,4-Di- 
methyl-3-brommethyl-5-carbithoxypyrrols. 

Lai8t man auf das Pyrrol eine Lésung von Brom in Eisessig in der Kilte 
einwirken, so findet keine Reaktion statt. Fiihrt man den Versuch bei 
W asserbadtemperatur aus, so erhilt man einen schénen griinen K6rper, der 
bei 243° schmilzt. Die Elementaranalyse stimmt ausgezeichnet fiir den 
K6rper von der Zusammensetzung C,,H,,O,N.Bry. 

Der hier erhaltene K6rper erweist sich durch Mischechmelzpunkt und 
Analysenergebnisse identisch mit dem Korper, der bei der Bromicrung von 
2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-carbiithoxypyrrol erhalten wurde*). Die Ent- 
stehung des gleichen Reaktionsproduktes li®t sich nur dadurch erkliren, 
dafi bei der Bromierung des Brommethylpyrrols und ebenso bei der des 
Acetylpyrrols die Brommethylgruppe bzw. der Acetylrest herausgespalten 
und durch Brom ersetzt wird. Gleichzeitig tritt durch die oxydierende 
Wirkung ag Broms Dehydrierung ein und es entsteht 3,3’-Dibrom-4,4'- 
dimethyl-5, 5'-dicarbithoxy-pyrromethen pa 
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Diese Formel wird bestiitigt durch die nach Rast durchgefiihrte 
Molekulargewichtsbestimmung. Offensichtlich ist der Kérper nicht mehr 
basisch genug, um ein Hydrobromid zu geben. 

Obwohl es nicht gelang, ein Zwischenprodukt zu fassen, mu die 
Reaktion iiber Zwischenstufen vor sich gehen, denn sie verliuft unter sehr 
stiirmischer Gasentwicklung. 

AnschlieBend an diese Bromierung wurde die der 2,4-Dimethyl-3-brom- 
methyl-5-carbonsiiure durchgefiihrt. Lift man auf diese Siure eine Lésung 
von Brom in Kisessig einwirken, so erhiilt man unter stiirmischer Brom- 
wasserstoffentwicklung schéne blauschillernde Nadeln, fiir die kein Schmelz- 
punkt ermittelt werden konnte. 

Die Analysenergebnisse und die spiter noch zu beschreibenden Por- 
phyrinsynthesen beweisen, da hier 3,4’-Dimethyl-4,3’-dibrommethyl-5- 
methyl-5’-brom-pyrromethenhydrobromid (VIII) entstanden sein mu8. 
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Die Reaktion steht in vdélliger Analogie zum Verhalten yon trialkylierten 
Pyrrolen bei der Bromierung. Die Reaktionsfihigkeit solcher Pyrromethene 


4) H. Fischer u. G. Fries, H. 231, 238 (1935); die dort angegebene Formu- 
lierung XXII sei gleichzeitig berichtigt im Sinne von VII. 
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wird erhéht durch Aufbromierung der «-standigen Methylgruppe. Leider 
gelang diese Reaktion hier nicht. Im iibrigen steht dies refraktare Ver- 
halten nicht ohne Analogie da. 

Es war nun -nicht ausgeschlossen, da’ die Brommethylgruppe im 
Pyrromethenverband nunmehr reaktionsfahiger wire und wir versuchten 
deshalb sowohl mit Natrium- wie mit Kaliummalonester Umsetzung 
herbeizufiihren. Ein Erfolg war ebensowenig beschieden wie den Reaktionen 
mit Kaliumcyanid und mit methylalkoholischem Kali. 

Diese Versuche, die noch durch analoge mit anderen Brommethyl- 
pyrromethenen bekriftigt wurden, zeigen, da der /-stindigen Brommethy]- 
gruppe auch im Pyrromethenverband keine gréBere Reaktionsfahigkeit 
zukommt als im Pyrrolmolekiil. 

2,4-Dimethyl-3-brommethyl-5-carbonsiure-pyrrol eignet sich auch sehr 
gut zur Darstellung weiterer Pyrromethene, da die «-Carboxylgruppe locker 
sitzt. Es reagiert mit Pyrrol-«-Aldehyden unter Bildung schon krystalli- 
sierter Pyrromethene in fast quantitativer Ausbeute. 

Merkwiirdigerweise reagiert jedoch die Carbonsiure mit Bromwasserstoff 


und Ameisensiure oder Formaldehyd zu keinem krystallisierten Produkt. Zu 
erwarten wire das Entstehen folgenden Pyrromethens: 
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Bei allen Versuchen, unter welchen Bedingungen sie auch durchgefiihrt 
wurden, erhielt man dunkelgefairbte, amorphe Abscheidungen, die in allen ge- 
brauchlichen organischen Lésungsmitteln fast unléslich waren. 


Wahrscheinlich werden auch hier, wenigstens teilweise, die Brom- 
methylreste abgesprengt und es laufen nebenher die Reaktionen, die zum 
Korper VII gefiihrt haben (vgl. S. 4). 

2,4-Dimethyl-3-brommethyl-5-carbonsiure-pyrrol gibt mit 2,4-Di- 
methy!-5-formylpyrrol in alkoholischer Lésung bei Zusatz von Brom- 
wasserstoffsiure Pyrromethen LX, 3,5,3',5’- Tetramethyl -4- brommethyl- 
pyrromethenhydrobromid, das aus Sprit, Chloroform oder Benzol in 
prichtigen blauroten Nadeln krystallisiert. 
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Aus dem Hydrobromid la8t sich auch die freie Base gewinnen. Sie 
krystallisiert in gelbbraunen Nadeln, die bei 116° schmelzen; sie gibt ein 
schon krystallisiertes Pikrat. 

In ahnlicher Weise la8t sich bei Anwendung von 2-Carbonsiure-3- 
methyl-4-ithyl-5-formylpyrrol*) Pyrromethen X, 3,5,4’-Trimethyl-4-brom- 


*) H. Fischer, E. Sturm u. H. Friedrich, A. 461, 272 (1928). 
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methyl - 3’-athyl - 5’-carbonsaure - pyrromethenhydrobromid (X) darstellen, 
das bei etwa 295° schmilzt und sehr unbestiindig ist. Das Pyrromethen ver- 
schmiert beim Umkrystallisieren, weshalb es auch nicht zur Analyse ge- 
bracht werden konnte. Durch Bromierung zu 3,5,4’-Trimethyl-4-brom- 
methyl-3’-athyl-5’-brom-pyrromethenhydrobromid, Pyrromethen XI, kann 
es stabilisiert werden. Dieser Korper lat sich leicht umkrystallisieren und 
zur Analyse bringen. Er krystallisiert aus Ather in schénen braunen, meist 
etwas verfilzten Nadeln, fiir die kein Schmelzpunkt beobachtet werden 
konnte. Pyrromethen XI wird am vorteilhaftesten direkt dargestellt aus 
2,4-Dimethyl-3-brommethyl-5-carbonsiiure-pyrrol und 2-Brom-3-methyl- 
4-ithyl-5-formylpyrrol, das ja aus der oben angefiihrten 3-Methyi-4-athyl- 
5-formyl-pyrrol-2-carbonsiiure leicht erhiltlich ist®) 
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- Mit Kryptopyrrolaldehyd wurde ein weiteres Pyrromethen syntheti- 
siert, das 3,5,3',5’-Tetramethyl-4-brommethyl-4 -ithyl-pyrromethenhydro- 
bromid (XIV): 


BrH, o CH, H, Cr i iH, 
HBr XIV 


Dieses krystallisiert in rot-violetten Nadeln, die bei 234° schmelzen. Nach 
bekannten Methoden 1aiBt sich leicht die freie Base darstellen, welche un- 
bestandiger ist als das Hydrobromid und bei 141° schmilzt. Von der Base 
wurde noch ein Pikrat und das Zinksalz gewonnen, aus dem Hydrobromid 
das Kupfersalz. Alle diese Kérper zeichnen sich durch groBe Krystalli- 
sationsfreudigkeit aus. Im Pyrromethen XIV 1aBt sich leider das Brom- 
atom nicht austauschen, selbst mit Natriummethylat im Druckrohr erhilt 
man lediglich die freie Base. Offensichtlich tritt die Reaktionsfahigkeit der 
Brommethylgruppe erst dann ein, wenn sie im Porphyrinverband sitzt, 
denn das von H. Fischer und H. J. Riedl’) aus Pyrroporphyrin XV er- 
haltene 1,3,6,7-Tetramethyl-2 ,8-diithyl-5-propionsiure-4-brommethylpor- 


phyrin ist durch Reaktionsfihigkeit ausgezeichnet, wurde doch aus diesem 


durch Umsetzung mit Kaliummalonester letzten Endes Mesoporphyrin er- 
halten. _ Pyrromethen XI mit 3,3’,5’-Trimethyl-4’-athyl-4-propionsiiure-5- 


6) W. Siedel u. H. Fischer, H. 214, 146 (1933). — 7) A. 486, 186 (1931). 
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brompyrromethenhydrobromid’) umgesetzt, wiirde neben anderen Por- 
phyrinen auch Brommethylpyrroporphyrin geben, eine Synthese, die ge- 
legentlich durchgefiihrt werden soll. 

Versetzt man Pyrromethen XIV mit einer Lésung von Brom in His- 
essig und erhitzt kurze Zeit, so entsteht unter lebhafter Bromwasserstoff- 
entwicklung ein Ké6rper, der aus Eisessig in schénen roten Nidelchen 
krystallisiert. Dieser ist nicht einheitlich. Den Analysenergebnissen gemaB 
liegt ein Gemisch von ein- und zweifach bromiertem Pyrromethen XIV vor. 
Viele Versuche wurden ausgefiihrt, die eine Trennung bzw. eine getrennte 
Darstellung der beiden Bromk6rper erreichen sollten — immer wieder ent- 
steht das Gemisch. Selbst bei Verwendung von 1 Mol Brom entsteht ein 
Gemisch. Auch die Trennung nach Uberfiihrung in den Methoxykérper 
durch Kochen mit Methylalkohol nach H. Fischer und A. Kiirzinger 
fiihrte nicht zum Ziel®). Die Griinde hierfiir werden wiederum in der Un- 
stabilitét der Brommethylseitenkette liegen. Vgl. die Ausfiihrungen auf 
S.4 und 5. 

Diese Versuche wurden nun mit Athylalkohol wiederholt, wobei Por- 
phyrinbildung, wenn auch in sehr geringer Menge, festgestellt werden konnte. 
Dem spektroskopischen Befund nach resultieren hier zwei Porphyrine. Das 
eine Porphyrin zeigt Atioporphyrinspektrum, wihrend das zweite das 
gleiche Spektrum aufweist, wie das Porphyrin, das man erhalt, wenn man 
das zu diesen Versuchen angewandte bromierte Pyrromethen XIV der Por- 
phyrinschmelze unterwirft (vgl. unten!). 

Die nimlichen Resultate erzielt man bei Durchfiihrung der Versuche 
im Druckrohr. Weder bei gewéhnlichem Druck noch im Bombenrohr 
werden bessere Resultate erzielt. Bei den Versuchen mit Amylalkohol 
resultierte meist ein roter Farbstoff von porphyrinihnlicher Farbe, der 
selbst in Wasser leicht léslich war und sich spektroskopisch durch einen 
starken Streifen im Griin auszeichnete. Im Fluorescenzlicht konnte keine 
Porphyrinfluorescenz festgestellt werden. Er soll noch einer niheren Unter- 
suchung unterzogen werden. 

Die hier erzielten Ergebnisse gaben Veranlassung, die Porphyrinbildung 
im alkoholischen Medium auch mit anderen Methenen zu untersuchen: 

Porphyrinbildung konnte festgestellt werden beim LErhitzen von 
3, 3'-Dimethyl - 4,4’-dipropionsaure - 5, 5’-dibrommethyl- dial ceed 
bxowaid (X V)?°) it Sprit im Druckrohr. 


none meee 8,0 pe ,CH,COOH 
BrCl J —CH——=\_ cn, Br 

N N 

H XV HBr 


Man erhalt, wenn auch mit sehr schlechter Ausbeute, ein Porphyrin, 
welches alkaliléslich ist und welches das Koproporphyrinspektrum zeigt. 





8) H. Fischer, H. Bergu. A. Schormiiller, A. 480, 136 (1930). 
®) H. 196, 222 (1931). — 1°) H. Fischer u. K.Morgenroth, A. 466, 166 
(1928). 
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Durch Estermischschmelzpunkt leB es sich als Koproporphyrin II iden- 
ag + : 
tifizieren!?), H,C——PrS 
H,C- —Prs 
XVI | (PrS = CH,—CH,— COOH) 
PrS- _ CH, 
PrS'_—_'CH, 


Der Reaktionsmechanismus steht offensichtlich in védlhger Analogie 
zum Verhalten des 2-Brommethyl-4-methyl-5-carbithoxy-3-propionsiure- 
pytrols, das bei der Verkochung unter Brommethylabspaltung!?) zweifach 
carbithoxyliertes Pyrromethan gibt, nur dafS bei der Porphyrinbildung die 
analoge Reaktion sich zweimal vollzieht, verkniipft mit Dehydrierung zum 
Porphyrin. Erinnert sei, da8 das XV entsprechende zweifach methoxylierte 
Pyrromethen (statt Br OCH) in guter Ausbeute schon beim kurzen Er- 
wirmen auf dem Wasserbad in Benzol-Methylalkohol zur Koproporphyrin- 
bildung fiihrt, eine Reaktion, die offensichtlich in vélhiger Analogie zu 
obigen Synthesen steht. . 

Die Porphyrine sind hier und im folgenden nach dem Klammersystem 
angegeben. Jede Klammer bedeutet einen Pyrrolkern, es werden nur die 
Substituenten in f-Stellung beriicksichtigt. 

AnschlieBend wurde noch folgende Porphyrinsynthese versucht: 
3, 3’,5, 5’-Tetramethyl- 4 - ithyl - 4’-propionsiure-pyrromethenhydrobromid, 
das erhalten wird aus Kryptopyrrolaldehyd und Kryptopyrrolcarbon- 
siure!?) (XVII) 


H.C a i Ho “Ps 
HC )—cH——+._ CH, 
N N 

I XVII HBr 


wird bromiert, wobei man Pyrromethen XVIII erhait: 


H,C, = CH, H,C--—=Pro 
BrCl CH CH, Br 


N } 
H XVIII HBr 
Erhitzt man diesen Korper mit Sprit im Druckrohr auf 120°, so entsteht 
nach Aufarbeitung des Reaktionsproduktes ein Mesoporphyrin. Durch Ester- 
mischschmelzpunkt ergibt sich die Identitit mit Mesoporphyrin V (XIX). 
| H,C——Prs 
H,C- C,H, 
| Sex | 
H,C,'- _CH, 
PrS——_'CH, 
Nach H. Fischer und W. Lamatsch!*) schmilzt der Mesoporphyrin V- 
dimethylester bei 274°. Der Mischschmelzpunkt mit dem hier erhaltenen 
Porphyrinester liegt zwischen 272 und 273°. 


't) H. Fischer u. H. Andersag, A. 450, 217 (1926). 
12) H. Fischer u. M. Schubert, B. 56, 1210 (1923). 
13) A. 466, 147 (1928). 
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Die Ausbeute bei dieser Synthese erreicht nicht die der iblichen 
Methode. Arbeitet man ohne Druckrohr, so werden die Ausbeuten be- 
deutend schlechter. Durch Anwendung von Amylalkohol konnten keine 
besseren Resultate erzielt werden, im Gegenteil, es trat vielfach Ver- 
schmierung des Reaktionsgemisches ein. Auch hier konnte das Auftreten 
von roten, wasserléslichen Farbstoffen beobachtet werden. 

Auch mit dem aus Kryptopyrrol durch Bromierung erhiltlichen Pyrro- 
methen (XX)!4) wurde die ,,alkoholische Porphyrinsynthese durchgefihrt. 


H,C,—C.H, H,C—=—=(C,H; 
Bri _J—_-CH \ _CH,Br 
N N 
H XX HBr 


Lediglich bei einem Versuch in athylalkoholischer Loésung im Druckrohr 
konnte im Fluorescenzlicht eine iuBerst schwache Porphyrinbildung erkannt 


werden. Der Methenkonstitution entsprechend mu8 hier Atioporphyrin I 
(X XI) entstanden sein: 


H,C-——_©,H 
HC. _CH, 
| XXI | 
H,C- C,H, 


H,C,) CH, 


Die zusammenfassende Betrachtung der hier beschriebenen Versuche 
laBt erkennen, da die Bildung von Atioporphyrin um ein Vielfaches 
schlechter geht als die von Porphyrinen mit Propionsiiure- oder Brommethyl- 
resten. Leider ist es bis jetzt nicht mdglich, die alkoholische Porphyrin- 
synthese zu brauchbaren priiparativen Methoden auszugestalten, jedoch 
scheinen die Pyrromethene mit Brommethylgruppen in «-Stellung, mit 
5°/,iger Natronlauge im siedenden Wasserbad erhitzt, in besserer Ausbeute 
Porphyrine neben anderen Farbstoffen zu geben. MHieriiber erfolgt bald 
Mitteilung. 

Mit den oben beschriebenen Pyrromethenen XIV und VIII wurden 
mehrere Porphyrinsynthesen durchgefithrt, um insbesondere die Reaktions- 
fahigkeit der Brommethylgruppe im Porphyrinmolekiil zu studieren. 

Oben haben wir schon darauf hingewiesen, da Brommethylpyrrole 
den Acetylpyrrolen in den Reaktionen insofern &hnlich sind, als immer die 
Gefahr besteht, daB der Brommethyl- bzw. Acetylrest verloren geht. In 
der Tat erhilt man bei allen Synthesen mindestens zwei Porphyrine, eines 
mit Brommethylgruppe und eines ohne. Durch die Versuchsbedingungen 
kann man es erreichen, da bei der Synthese die Kntstehung eines der beiden 
Porphyrine bevorzugt wird. Milde Versuchsbedingungen begiinstigen all- 
gemein die Bildung des Brommethylporphyrins, schirfere dagegen die 
Abspaltung der Brommethylseitenkette, wobei hohe Temperatur dies be- 
giinstigt. Leider !4Bt sich die Reaktion nie so leiten, da Brommethy]- 


14) H. Fischer u. J. Klarer, A. 448, 178 (1926), sowie H. Fischer, 
E. Baumann u. H. J. Riedl], A. 475, 216 (1929). 
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porphyrin allein entsteht. Die Ausbeuten an Brommethylporphyrinen 
sind durchweg schlecht, meist nur 3—4°/, d. Th.; die Ausbeuten an 
brommethylfreien Porphyrinen sind etwas besser. 

Zu den Porphyrinsynthesen lassen sich die verschiedensten Methoden 
anwenden. Die Schmelzen mit Bernsteinsiure, Brenzweinsiure oder 
Citronensiure liefern wohl befriedigende Gesamtausbeuten an Porphyrin, 
dagegen sehr wenig Brommethylporphyrin. Die Kondensationen mittels 
Ameisensiiure oder Bromwasserstoff—Eisessig ergeben schlechtere Aus- 
beuten, jedoch vornehmlich mehr Brommethylporphyrin. 

Die Brommethylporphyrine sind ausgezeichnet durch hohe Schmelz- 
punkte und durch Schwerléslichkeit in Ather. Selbst die Porphyrinester 
sind noch schwer ldslich. Bei Porphyrinen mit einer Brommethylgruppe 
ist im Vergleich zu den entsprechenden brommethylfreien Porphyrinen die 
Salzsiurezahl um etwa 4 erhdht. Die Spektren sind um einige my nach 
Rot verschoben. Mitunter sind die Streifen etwas zusammengedringt. 

Pyrromethen XIV allein gibt unter keinen Bedingungen Porphyrin, 
wohl aber das aufbromierte Pyrromethen XIV. Krwirmt man das Methen 
mit konz. Schwefelsiiure, so erfolgt die Porphyrinbildung nur in Spuren. 
Kbenso ergeben sich beim Arbeiten im Druckrohr schlechte Ausbeuten. 
Die besten Resultate lassen sich durch Schmelze mit Brenzweinsiure er- 
zielen. 

Bei der iiblichen Aufarbeitung iiber Salzsiure-Ather konnte ein Por- 
phyrin mit der Salzsiiurezah| 12 erhalten werden. Die Konstitution des 
Ausgangsmaterials laiBt die Entstehung der beiden isomeren Porphy- 
rine XXII und XXIII offen, dazu kommen noch weitere Komplikationen 


durch partielle Abspaltung von Brommethylresten. Die Ausbeuten waren 
hier sehr schlecht. 


BrH,C-———CH, BrH,C;——CH, 
CH “CH, BrH,C,- _CH, 
| XXII | | XXII 
H,C- C,H, H,C- C,H, 
H,C'___'CH, Br H,C!__'0,H, 


Bessere Resultate erhielt man durch folgende Synthese, welche mit 
den Pyrromethenen  3,3’-Dipropionsiure-4,4’-dimethyl-5,5’-dibrompyrro- 
methenhydrobromid) und bromiertem Methen XIV durchgefiihrt wurde. 
Nach zahlreichen Versuchen bewihrte sich am besten die Brenzweinsiure- 
schmelze bei 130—145°. Isoliert wurden drei Porphyrine. 


Das erste Porphyrin ist bromfrei. Fiir diesen K6érper kommen in 
Betracht die Formulierungen XXIV und XXYV: 


—, H,C——_CH, 
H,C- ~CH, H,C- OH, 

XXIV | XXV | 
Prs- -C,H, PrS- C,H, 

Prg____'CH, PrS! ___'CH, 


'5) H. Fischer u. H. Andersag, A. 450, 215 (1926). 
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Die Analysenergebnisse bestitigen die Formulierung XXIV. Das 
Porphyrin krystallisiert aus Hisessig in feinen gebogenen Niidelchen. Sein 
Spektrum ist dem des Pyrroporphyrins sehr ahnlich. Das Porphyrin gibt 
nach dem, Verestern mit Diazomethan oder mit methylalkoholischer Salz- 
siiure einen sch6n krystallisierten Ester, der bei 249° schmilzt. 

Porphyrin XXV wurde bereits von H. Fischer und EK. Jordan") er- 
halten. Der Ester dieses Porphyrins schmilzt ebenfalls bei 249°. Der Misch- 
schmelzpunkt mit Porphyrinester XXIV weist eine deutliche Depression 
von 24° auf, wodurch die Formulierung XXIV bestiitigt wird. Zur Be- 
kriftigung derselben wurde noch die weiter unten beschriebene Bromierung 
des Porphyrins durchgefiihrt. Von XXIV wurde auch ein Eisensalz dar- 
gestellt, das in schénen schwarzblauen Prismen krystallisiert. 

Als zweites Porphyrin wurde XXVI erhalten: 


BrH,C,—,CH, 


H,C- _CH, 
| XXVI 

Pr - C,H, 
PrS'___'CH, 


Die Analysen, auch die des Esters, beweisen die angegebene Formu- 
lierung. Die Veresterung kann mit Diazomethan oder methylalkoho- 
lischem Chlorwasserstoff durchgefiihrt werden. Freies Porphyrin und Ester 
sind in Pyridin leicht léslich, in allen anderen Lésungsmitteln dagegen sehr 
schwer. 

Uber ein drittes, bei dieser Synthese aufgefundenes Porphyrin vel. 
Dissertation Josef Hirschbeck, Technische Hochschule Miinchen, 1932; 
spiter mit Diss. J. H. zitiert. 

Interessante Krgebnisse liefert die Bromierung von Porphyrin XXIV: 
Bromiert man den Porphyrinester, so erhailt man 1-Brom-2,3,5,8-tetra- 
methyl-4-athyl-6,7-dipropionsiureporphyrin (X XVII), was durch die Ele- 
mentaranalyse bestiatigt wird. 

Br——CH, 
H,C- ~CH, 
XXVIT 
Prs- C,H, 
PrS'___'CH, 

Bromiert man das freie Porphyrin XXIV, so entstehen verschiedene 
Reaktionsprodukte, trennbar durch Fraktionierung. AuBer Kernbromie- 
rung tritt Rhodinbildung ein und weitere Komplikationen. Niiheres vel. 
Diss. J. H. 

Bei Porphyrin XXVI ist die Brommethylgruppe, wie zu erwarten, 
reaktionsfahig; es konnte mit Kaliummalonester die Entstehung eines neuen 
Porphyrins spektroskopisch festgestellt werden, dagegen konnte mit Cyan- 
kali, frisch dargestelltem Silbercyanid in Pyridin unter den verschieden- 
artigsten Bedingungen keine Umsetzung erhalten werden. Beim Erhitzen 








16) H. 191, 36 (1930). 
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im Druckrohr trat Komplexsalzbildung ein, ebenso bei der Umsetzung mit 
Silberacetat. Da hiaufig die Komplexsalze, insbesondere Eisensalze, besser 
reagieren, wurde auch das Himin angewandt, jedoch ohne Erfolg. Auch 
Umsetzungen mit nach J. Nelles aktiviettem Natriumazid verliefen nur 
mit minimalster Ausbeute?’). 

Mit Pyrromethen XIV wurde nun noch eine weitere Porphyrinsynthese 
durchgefiihrt, wobei als zweites Pyrromethen 3,3’-Diithyl-4,4’-dimethyl- 
5,5’-dibrom-pyrromethenhydrobromid**) angewandt wurde. 

Hier erwies sich die Porphyrinschmelze als ungiinstig, weil dabei fast 
ausschlieBlich nur bromfreies Porphyrin entsteht. Die besten Ausbeuten 
wurden erzielt dugch Erwiirmen der Methene mit Ameisensiiure auf dem 
Wasserbade. Zu dieser Synthese miissen ganz frisch dargestellte Methene 
angewandt werden, da mit alteren Produkten meist iiberhaupt keine Por- 
phyrinbildung eintritt. 

Hier entstehen 2,3,5,8-Tetramethyl-4,6,7-triathylporphyrin XXVIII 
und 1-Brommethyl-2,3 .5,8-tetramethyl-4,6,7 -tniithylporphyrin X XIX. 


H— CH, Bet,C——OH, 
H,C- ~CH, H,C- CH, 
| XXVIII | | XXIX | 
H,C, _-C.H; H,C,- -C,H, 
Ho} —CH, nO) _08, 


Porphyrin XXVIII ist so hygroskopisch, daf es mit groBen Schwierig- 
keiten verbunden ist, den Korper zur Analyse zu bringen. Zu seiner besseren 
Charakterisierung wurde noch das Kupfer rsalz zur Analyse gebracht, das sehr 
leicht krystallisiert erhalten werden kann. Porphyrin XXVIII JaBt sich 
auch bromieren, wobei deutliche Spektralverschiebung und_betrichtliche 
Erhéhung der Salzsiiurezahl festgestellt werden konnte. 

Porphyrm XXIX ist in seinen Eigenschaften sehr dhnlich dem Por- 
phyrin XXVI. 

Auch mit Pyrromethen VIII (8. 4) wurden Porphyrinsynthesen 
durchgefiihrt. Die besten Resultate lassen sich erzielen d-reh Erhitzen des 
Pyrromethens mit Bromwasserstoff—Hisessig im Druckrchr. Theoretisch 
und praktisch entstanden sechs verschiedene Porphyrine, die Bildung eines 
einzigen Porphyrins konnte trotz zahlreicher Variationen der Versuchs- 
bedingungen nicht erreicht werden. Niheres vgl. Diss. J. H. 

Unsere Hoffnungen, mit Hilfe von Brommethylporphyrin solche mit 
Kssigsiureseitenketten zu erzielen, wurden bis jetzt enttiuscht, jedoch zeigt 
das eben angefiihrte Beispiel der Reaktionsfihigkeit des Brommethyl- 
pyrroporphyrins die prinzipielle Anwendungsmoglichkeit des Verfahrens, 
das durch Verwendung von Komplexsalzen und Anderung der Konden- 
sationsmethoden zweifellos noch eine Erweiterung erfahren kann. 

Von Interesse wird es sein, ob durch Austausch des Broms gegen die 
Oxygruppe nicht eine bessere Reaktionsfihigkeit der Brommethylreste 


17) B. 65, 1345 (1932). 
1s) H. Fischer u. P. Halbig, A. 448, 199 (1926). 
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herbeigefiihrt werden kann, Versuche, die derzeit in Bearbeitung sind und 
die fiir die Synthese von Gallenfarbstoffen Bedeutung erlangen k6nnen, 

Nachdem es Nenitzescu’) gelungen war, in Pyrrole mit freien 
a-Stellungen mittels Diazoessigester und Kupferpulver den Essigsiurerest 
einzufiihren, iibertrugen wir die Reaktion auf Pyrrole mit freier 6-Stellung. 


Leider ohne Erfolg. Auch die Anwendung von Katalysatoren bot keine 
Vorteile. Niheres vgl. Diss. J. H. 


Bei der Bromierung von 4-Methyl-3,5-dicarbithoxy-2-formyl-pyrrol bei 
Anwesenheit von Kaliumbromat hatten H. Fischer und Zychlinski?®) 
das Entstehen von 4-Brommethyl-5,5-dicarbithoxy-2-formyl-pyrrol, also 
Bromierung in /-Stellung erreicht. Fiir die Synthese des Uroporphyrins 
wire die Durchfiihrung dieser Reaktion beim 2-Brommethyl-4-methyl-3- 
proplonsidure-5-carbithoxypyrrol von besonderem Interesse gewesen. Reak- 
tion trat tatsiichlich ein, das Resultat war jedoch ein sehr iiberraschendes, 
es entstand 4, 4’- Dimethyl - 3, 3’- dipropionsiiure - 5, 5’- dicarbathoxypyrro- 
methen), es war also lediglich primir die bekannte Pyrromethanbildung 
eingetreten. Unter veriinderten Verhiltnissen sollen die Versuche fort- 
gesetzt werden. 

Weiterhin synthetisierten wir mit Hilfe von Cyan-ameisensiureester 
die 2,4-Dimethyl-5-carbithoxy-pyrrol-3-glyoxylsiure, wobei als erstes, 
leicht isolierbares Produkt das ,,fmidchlorid“ auftritt. Mit Hydrazinhydrat 
sollte dann die Ketogruppe zur Methylengruppe reduziert werden, Ver- 
suche, die mifBlangen, jedoch ber Verwendung des Zwischenproduktes der 
Synthese, des Imidchlorids, gelangen, allerdings mit schlechter Ausbeute, 
so da® es sich hier nur um eine Bildungsweise handelt, denn fiir die Syn- 
these dieser Siure steht ja eine zwar langwierigere, aber mit guter Ausbeute 
verlaufende Synthese zur Verfiigung (?, 8.37). Auf ringsynthetischem 
Wege wurde 5-Methyl-2,4-dicarbithoxy-pyrrol-3-essigester mit Hilfe von 
Acetondicarbonsaureester usw. erhalten. Bei der 5-Methyl-2,4-dicarbiith- 
oxy-3-essigsiure gelang es dann, durch Reduktion mit Natrium in absolutem 
Alkohol iiberraschend leicht vermutlich den a-stiindigen Carbiithoxyrest 
zum primiiren Alkohol zu reduzieren, jedoch sind die Versuche noch nicht 
abgeschlossen. Endlich unterwarfen wir .auch noch das oben erwiahnte 
Imidchlorid der 2,4-Dimethyl-5-carbithoxy-pyrrol-3-glyoxylsiure der Re- 
duktion unter verschiedenen Bedingungen, um die entsprechende Pyrrol- 
aminoessigsiure zu erhalten. Mit Zink—Nalzsiiure entstand ein Konden- 
sationsprodukt von noch unermittelter Struktur. Sicher ist, da nach 
Analyse und Molekulargewichtsbestimmung ein zweikerniges, durch eine 
dreighedrige Kohlenstoffkette verbundenes System vorliegt. Dieses ist 
gegen kochende, verdiinnte Siiuren und Laugen bestindig. Mit Zink— 
Hisessig wurde das Chlorzinkdoppelsalz des Pyrrolaminoessigesters  er- 
halten, aus dem der Ester wohl freigesetzt, aber nicht zum Krystallisieren 
gebracht werden konnte. Relativ glatt verlief die Reduktion des Imid- 


19) C.D. Nenitzes 


cu u. KE. Solomonica, B. 64, 1924 (1931). 
20) H. Fischer u. Zy 


chlinski, A. 500, 12 (1932). 
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chlorids mit Natriumamalgam, wobei in maBiger Ausbeute die 2,4-Dimethy]- 
5-carbithoxy-pyrrol-3-amino-essigsdure resultierte, die erste Aminosiure 
der Pyrrolreihe. Die Aminosiure wurde durch ein Kupfersalz charakteri- 
siert und durch Uberfiihrung in das diacetylierte Diketopiperazin, 








C=0 
none” SCH (CH 
aa ] HO._NCOCH, H,C\_/COOC,H, 
H,C,0OCL__'CH, — N 


NH H 
was durch Erhitzen mit Essigsiureanhydrid glatt gelang. Die Pyrrolamino- 
siure besitzt bereits ein asymmetrisches Kohlenstoffatom, sie soll noch, 
ebenso wie das Diketopiperazin, emer naiheren Untersuchung unterzogen 
werden. 


Versuche 


2,4-Dimethyl-5-carbathoxy-3-brommethylpyrrol. A. 1 g 2,4-Dimethyl-5-carb- 
athoxypyrrol wird mit 1,4 g reiner trockner Monobrommalonsaure in 30 ccm 
Kisessig unter Feuchtigkeitsausschlu8 in einem Erlenmeyerkolben einige Minuten 
in gelindem Sieden gehalten. Dann gieBt man noch heiB in Wasser, filtriert den 
Niederschlag ab und krystallisiert aus Kisessig um. Ausbeute praktisch quanti- 
tativ. Schmelzp. 149°. In gréBeren Ansatzen miBlang die Kondensation fast 
regelmaBig, so daB, wie spater noch oft bestatigt wurde, es nicht zweckmabBig ist, 
gréBere Ansatze als 1 g zu nehmen. Der reine Korper sublimiert unzersetzt bei 
105° i. V. Bei 70° getr. zur Analyse. 

4,034 mg Subst.: 6,770 mg CO,, 2,060 mg H,O. — 6,190 mg Subst.: 0,311 com 
N, (19°, 721 mm). — 6,862 mg Subst.: 5,22 mg AgBr. 

C,oH,,4O.NBr (260,04) Ber. C 46,15 H 5,43 N 5,39 Br 30,73 

Ge. , 4,77 ., 671 ,, 66% . Be. 


B. lg 2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol und 1,65 ¢ Dibrommalonsaure 
werden in 30—50 ccm Hisessig zu schwachem Sieden erwarmt; sobald die Lésung 
dunkler zu werden beginnt (mit einem Stich ins Rotbraune am Rand), gibt man 
0,3 g entwassertes Natriumacetat in kleinen Anteilen allmahlich zu. Nach etwa 
3 Minuten vom Beginn des Siedens ab gieBt man in Wasser, saugt ab und krystalli- 
siert aus Hisessig oder, falls das Produkt dunkel gefarbt ist, aus Ather—Petrolather 
um. Schmelzp. 149°. Ausbeute 80—95°/, d. Th. Identisch mit dem aus Monobrom- 
malonsaure erhaltenen; auch hier miBlingen gréBere Ansatze. 


2,4-Dimethyl-pyrrol aus 2,4-Dimethy)-5-carbaithoxy-3-brommethylpyrrol. 1 ¢ 
des Brommethylpyrrols wird in einer Mischung von 12g Kisessig und 14 g 
Jodwasserstoffsiure 2 Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt und nach 
Zugabe eines Kérnchens Jodphosphonium zur Reduktion des Jods, noch 10 bis 
15 Minuten weiter erwarmt. Dann wird i. V. der Eisessig-Jodwasserstoff ab- 
destilliert, der Riickstand in Ather aufgenommen und die atherische Lésung mit 
sehr verdiinnter Bicarbonatlésung, gegebenenfalls auch mit Natriumsulfitlésung, 
zum Schlu8 mit Wasser gewaschen und i. V. eingedampft. Aus einem Teil des 
dligen Riickstandes wurde mit Diazobenzolsulfonsiure der Farbstoff ausgekuppelt, 
aus einem anderen Teil ein halogenfreies Pikrat vom Schmelzp. 89° gewonnen, 
das mit dem Pikrat des 2,4-Dimethylpyrrols keine Depression gab. Der Azofarb- 
stoff gibt auf den des 2,4-Dimethylpyrrols gut stimmende Analysenwerte. 
4,448 mg Subst.: 8,380 mg CO,, 2.005 mg HO. — 3,438 mg Subst.: 0,450 ccm 
N, (18°, 730 mm). 
C,2H,,0,N,8 (279,19) Ber. C 51,58 H 4,69 N 15,05 
Gef. ,, 51,50 ,, 5,04 ae: 








i 
i 
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2,4 - Dimethy] - 3 - brommethyl - pyrrol-5-carbonsaure. 20 ¢ Brommethylkoérper 
werden in 40 ccm Sprit gelést und mit einer Lésung von 20 g Kaliumhydroxyd in 
60 com Wasser 8—10 Stunden auf dem siedenden Wasserbad unter RiickfluB- 
kihlung erhitzt. Dann wird der Sprit abdestilliert. Beim Erkalten scheidet sich 
das Kaliumsalz in schénen Blattchen aus, die abgesaugt und wieder in Wasser 
gelist werden. Unter Kiskiihlung wird nun die freie Saure mit verdiinnter Salz- 
siure gefallt, rasch abfiltriert und ebenso rasch getrocknet. Man trocknet im 
Vakuumexsiccator iiber Phosphorpentoxyd, am besten unter LichtabschluB. Die 
Saure muB rasch verarbeitet werden, da sie sehr leicht zersetzlich ist. Aus Wasser 
kann sie umkrystallisiert werden, man erhalt farblose Nadeln vom Schmelzp. 230° 
{unter Zers.), der K6érper kann nur bei héchstens 30° (unter Zers.) getrocknet 


werden. Ausbeute etwa 10g, die Elementaranalyse gab angesichts der Zersetzlich- 
keit der Substanz recht befriedigende Werte. 


5,072 mg Subst.: 7,260 mg CO,, 1,665 mg H,O. — 3,206 mg Subst.: 0,181 ccm 
N, (15°, 727 mm). — 16,701 mg Subst.: 14,26 mg AgBr. 
C,.H,,O.NBr (232,01) Ber. C 41,36 H 4,34 N 6,03 Br 34,35 
Gef. 55 39,04 ,, 3,67 ,, 6,40 ,, 36,31 . 


2,4-Dimethyl-3-brommethylpyrrol und Azofarbstoff mit Diazobenzolsulfon- 
saure. Gibt man zur 30° warmen, mit Ather iiberschiitteten konz. Lésung des 
Kaliumsalzes der Carbonsiure iiberschiissige Schwefelsiure, so wird unter De- 
carboxylierung das Pyrrol frei gesetzt, das durch sofortiges Schiitteln in Ather 
aufgenommen wird und daraus mit Diazobenzolsulfonsiure als dunkelbrauner 
Azofarbstoff ausgekuppelt werden kann, der sich aus Alkohol umkrystallisieren laBt. 


4,408 mg Subst.: 6,300 mg CO,, 1,295 mg H,O. — 3,963 mg Subst. : 0,394 ccm 
N, (15°, 727 mm). — 9,234 mg Subst.: 4,60 mg AgBr 


C,,;H,,0,N,BrS (372,06) Ber. C€ 41,90 H 3,78 WN 11,30 Br 21,50 
Gef. ,, 38,98 ., 3.29 ., 11,27 ,, 21,20. 


Neutralisiert man die waBrig schwefelsaure Lésung mit NaOH unter Kih- 
lung, filtriert die schwach gelbe Lésung und lat verschlossen in der Kialte stehen, 
dann krystallisiert in farblosen, oft zu Rosetten vereinigten Nadelchen das Pyrrol 
selbst aus. Es 1a8t sich schwer von einem anhaftenden briunlichen Harz befreien. 
Stark bromhaltig. Schmelzpunkt des Rohproduktes nach vorherigem Dunkeln 110°. 


2,3,4-Trimethyl-pyrrol aus 2,4-Dimethyl-5-carbathoxy-3-brommethylpyrrol durch 
Einwirkung von Hydrazinhydrat und Athylat. 1 ¢ Natrium wird in 10ccm absolutem 
Alkohol gelést, dann mit 2 g Pyrrol und 1 ccm Hydrazinhydrat versetzt. Man 
erhitzt im Druckrohr 10 Stunden auf 160—165° und arbeitet in iiblicher Weise auf. 
Die atherische Losung des Reaktionsproduktes gibt Ehrlichsche Reaktion. Nach 
dem Trocknen mit Natriumsulfat wird die atherische Losung mit Pikrinsaiure- 
ldsung versetzt. Nach einiger Zeit scheiden sich hellgelbe Nadeln aus, die nach 
dem Umkrystallisieren bei 142° schmelzen. Mit 2,3,4-Trimethylpyrrolpikrat 
gibt dieser Kérper keine Mischschmelzpunktsdepression. 


4-Methyl- 2-chlormethyl - 3-brommethyl-5-carbathoxypyrrol (1). 1 g 2,4-Di- 
methyl-3-brommethyl-5-carbathoxypyrrol wird mit absolutem Ather versetzt und 
hierzu eine Lésung von 1 g Sulfurylchlorid in absolutem Ather unter Eiskiithlung 
allmahlich gegeben. Das Reaktionsgemisch laBt man 12 Stunden stehen, wobei sich 
schéne weiBe, seidenglanzende Nadeln ausscheiden. Diese schmelzen nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren bei 225°. Sinterung ab 160°. 


Der Korper darf nicht itber 60° i. V. getrocknet werden, da sonst unter 
Braunfairbung Zersetzung eintritt. ’ 


4,839 mg Subst.: 7,025 mg CO,, 1,880 mg H,O. — 3,540 mg Subst.: 0,157 ccm 
N, (17°, 713 mm). 
C,,>H,,0,.NBrCl (294,48) Ber. CC 40,07 H 4,44 N 


‘ef. ,, 39,56 ,, 4,35 


4 
», 4,90. 
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4-Methyl-3-brommethyl-2-formyl-5-carbathoxypyrrol (VI). Dampft man nach 
dem Abfiltrieren des Chlorkérpers die Atherlésung ein, so erhalt man dunkle 
Schmieren. Diese werden mit sehr viel Wasser ausgekocht. Nach einigem Stehen 
scheiden sich aus der waBrigen Lésung prismatische Nadeln aus, die mit Vorsicht 
aus Sprit—Wasser umkrystallisiert werden kénnen. Der reine K6rper schmilzt bei 141°. 


4,965 mg Subst.: 7,675 mg CQ,, 1,950 mg H,O. — 5,825 mg Subst.: 4,105 mg 
AgBr. 
Cy9H,.0,NBr (274,02) Ber. C 42,79 H 4,41 Br 30,16 
Gef. ,, 42,16 ,, 4,39 ,, 29,99. 


Semicarbazon. Darstellung wie iiblich. Aus Sprit-Wasser diinne gelbliche 
Nadeln vom Schmeizp. 258°. 
4,365 mg Subst.: 6,290 mg CO,, 1,615 mg H,O. — 7,095 mg Subst.: 4,300 mg 
C,,H,,0O,N,Br (331,1) Ber. C 39,87 H 4,56 Br 25,87 
Gef. ,, 39,20 ,, 4,14 ,, 25,79. 


4-Methyl-3-brommethyl-2-acetoxymethyl-5-carbathoxypyrrol (IT). 1,5 g 2-Chlor- 
methyl-3-brommethyl-4-methyl-5-carbathoxypyrrol werden in Lisessig mit Ig 
Silberacetat 1 Stunde unter RiickfluB auf dem Drahtnetz gekocht. Man filtriert 
vom ausgeschiedenen Halogensilber ab und engt die Lésung i. V. auf kleines 


. Volumen ein. Nach einigem Stehen krystallisieren farblose Nadeln aus, die aus Ather 


oder Sprit-Wasser mit Vorsicht umkrystallisiert werden kénnen. Schmelzp. 91°. 
4,418 mg Subst.: 7,455 mg CO,, 2,175 mg H,O. 


C,.H,,O,NBr (318,05) Ber. © 45,27 H 5,07 
Gef. ,, 46,02 ., 5,51. 


4- Methyl -3- brommethyl -2 - oxymethy!l- 5-carbathoxypyrrol (IIT). 4-Methyl-3- 
brommethy1-2-chlormethy!-5-carbathoxypyrrol wird einige Zeit mit alkoholischer 
Kalilauge unter RiickfluB auf dem Wasserbade erhitzt und hierauf mit viel 
Wasser verdiinnt. Das Pyrrol fallt aus; im Filtrat lat sich Halogen nachweisen. 
Man krystallisiert aus Sprit-Wasser um und erhalt lange diinne Nadeln vom 
Schmelzp. 101°. 

4,995 mg Subst.: 8,440 mg CO,, 2,390 mg H,O. — 6,965 mg Subst. : 4,555 mg 
AgBr. 

C,9H,,0,NBr (276,03) Ber. C 44,47 H 5,11 Br 27,95 
Gef. ,, 45,08  ,, 5,35 = ,, 27,83. 


4, 4’- Dimethyl - 3,3’- dibrommethyl - 5, 5’- dicarbithoxy-pyrromethan ([V). Der 

2-Monochlorkérper oder das 2-Oxymethylpyrrol werden langere Zeit mit starker 

siechohake Kalilauge erhitzt. Aufarbeitung wie oben. Aus Sprit-Wasser erhilt 
man lange Nadeln, die bei 300° schmelzen. 


4,585 mg Subst.: 3,290 mg AgBr. 
Ci9H,0,N.Bry (503,97) Ber. Br 30,71 Gef. Br 30,54. 


Auch mit dem 2-Acetoxymethyl-pyrrol kann die hier beschriebene Reaktio: 
durchgefiihrt werden. 

Bromierung von 2,4-Dimethyl-3-brommethyl-5-carbaithoxypyrrol zu (3,3’-Di- 
brom-4 ,4'-dimethyl-5, 5’~dicarbaithoxypyrromethen ) ( (Vil). 1 g 2,4-Dimethyl-3-brom- 
methyl-5-carbithoxypyrrol wird mit 3 ccm ciner Brom-E isessiglésung (1: 4 
versetzt und auf dem Wasserbade bis zur Beendigung der Bromwasserstoffent 
wicklung erwarmt. Beim Erkalten krystallisieren griine Nadeln aus, die, aus 
Kisessig umkrystallisiert, bei 243° schmelzen. 


4,110 mg Subst.: 6,485 mg CO,, 1,480 mg H,O. — 2,943 mg Subst.: 0,150 cen 
Ng (17°, 706 mm). — 5,770 mg Subst.: 4,473 mg AgBr. 
C,-H,,0,N.Br, (474,0) Ber. C 43,04 H 3,80 N 5,91 Br 33,75 
ref. ,, 43,03 4.03 5,59 33,05 . 























———— 
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Molekulargewichtsbestimmung nach Rast: 
0,0180 g Subst.: 0,1076 g Campher, Depression 14,0°. 
Mol.-Gew. Ber. 476,1 Gef. 477,95. 


3, 4’- Dimethyl - 4, 3’- dibrommethyl-5- ‘methyl-5’-brom-pyrromethenhydrobromid 
(VIII). 1g 2,4- Dimethyl- 3-brommethyl-5-carbonséurepyrrol wird in wenig Eis- 
essig aufgeschlammt und unter starkem Riihren und Reiben mit 4,5 ccm einer 
Bromeisessiglisung (1:4) versetzt. Alsbald heftige Bromwasserstoffentwicklung. 
Wenn die stiirmische Reaktion etwas nachgclassen hat, erwirmt man das Reaktions- 
gemisch bis zur Beendigung der Bromwasserstoffentwicklung auf dem Wasserbade. 
Man 1a48t noch 2—3 Stunden stehen, filtriert ab und wascht mit Ather. Das Pyrro- 
methen 14Bt sich aus Eisessig umkrystallisieren und man erhalt dabei schéne blau- 
schillernde Nadein, fiir die kein Schmelzpunkt ermittelt werden konnte. 


Aus 1 g Pyrrol erhalt man 0,9 g Methen. 


6,990 mg Subst.: 7,610 mg CO,, 1,605 mg H,O. — 3,655 mg Subst.: 0,194 ccm 
N, (18°, 713 mm). — 8,640 mg Subst.: 12,055 mg AgBr. 


C,,H,.N-Br, (531,8) Ber. C 31,59 H 3,03 N 5,26 Br 60,12 


Gef. ,, 29,69 1» 2510 55 584 »» 09,36 . 


3, 5,3, 5’-Tetramethyl-4-brommethyl-pyrromethenhydrobromid (IX). 0,3 g 2, 4- 
Dimethyl-5-formyl-pyrrol und 0,6 g 2,4-Dimethyl-3-brommethyl-5-carbonsiure- 
pyrrol werden in wenig Sprit aufgeschlammt und mit einigen Tropfen Bromwasser- 
stoffsiure (48°/,ig) versetzt. Man erwarmt unter R eiben einige Zeit auf dem 
Wasserbade. Beim Erkalten krystallisiert das Pyrromethen IX in prachtigen braun- 
violetten Nadeln aus. Zur Analyse wird aus Kisessig umkrystallisiert. 


268 mg Subst.: 8,680 mg CO,, 2,195 mg H,O. — 3,815 mg Subst.: 0,274 ccm 
N. (20°. 715 mm). — 6,135 mg Subst.: 6,095 mg AgBr. 


C,,H,.N2Br, (373,99) Ber. C 44,92 H 4,85 N 7,49. Br 42,74 
Gef. 44,94 4, 787 ., we. 


Freie Base. Man lost das Pyrromethenhydrobromid in wenig Sprit und 
versetzt in der Hitze mit verdiinnter Ammoniaklésung bis zur beginne inden ‘Trii- 
bung. Beim Krkalten krystallisiert die Base in braunen Nadeln aus, die, aus Sprit 
Wasser umkrystailisiert, bei 118° schmelzen. 


5,697 mg Subst.: 11,842 mg CO,, 2,813 mg H,O. — 6,350 mg Subst.: 4,115 mg 
oBr 
C,,H,-N.Br (293,06) Ber. C 57,32 H 5,86 Br 27,27 
Get. 5, 06,96 » 9,04 1s | tye 


Pikrat der freien Base. Darstellung wie ublich. Das Pikrat krystallisiert 
aus Sprit-Wasser in braungriinen Nadeln, die bei 186° schmelzen 


4,790 mg Subst.: 7,690 mg CO,, 1,595 mg H,O. — 3,580 mg Subst.: 0,466 ccm 


No (21°, 715 mm). — 4,425 mg Subst.: 1,687 me Agbr. 
Cop)H.,.O,.N;Br (522,11) Ber. CC 43,90 H 3.86 N 13,74 Br 15.65 
Gef. ,, 43,78 elk os 14422 > 16.22. 


3, 5,4’-Trimethyi-4-brommethyl-3 -athyl-5’-brompyrromethenhydrobromid (X1). 
Die berechneten Mengen 2,4-Dimethyl-3-brommethyl-5-carbonsiurepyrrol und 
2-Brom-3-methyl-4-athyl-5-formyl-p yyrrol werden heif in Sprit gelést und mit 
einigen Tro; fen Bromwasserstoffsiure (48°/,ig) versetzt. Beim Krkalten Krystalli 
sation. Pas Pyrromethen laBt sich gut umkrystallisieren aus Chloroform—Petrol. 
ather, weniger gut aus Hisessig oder Sprit. Mit Ather extrahiert erhailt man es in 
schénen langen, braunen, meist etwas verfilzten Nadeln, die keinen Schmelzpunkt 
besitzen 


a ‘ , r 4 Fy = 2 4 P j-n ¢ 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 279 2 
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4,035 mg Subst.: 5,545 mg CO,, 1,495 mg H,O. — 3,280 mg Subst.: 0,184 com 
N, (21°, 717 mm). — 5,650, 3,780 mg Subst.: 6, 908, 4,732 mg AgBr. 


C,,H,NoBr, (466,91) Ber. © 38,55 H 4,10 N 6,00 Br 51,35 
Gef. ,, 38,10 ,, 4,13 ., 612 ., 52,03, 52,03. 


3, 5, 4’- Trimethyl]- 4- brommethyl- 3’-athyl- 5’-carbonsaéure-pyrromethenhydrobro- 
mid (X). 0,127 g 2,4-Dimethy1-3-brommethyl-5-carbonsaurepyrrol und 0,1 g 2-Car- 
bonsaure-3-methyl-4-athyl-5-formylpyrrol werden in Kisessig aufgeschlammt und 
unter KE isktihlung und Reiben mit einigen Tropfen Bromwasserstoffsaiure (48° /oig) ver- 
setzt. Nach einigem Stehen bei Zimmertemperatur tritt Krystallisation ein. Man 
filtriert ab und wiascht mit Kisessig-Ather. Das Pyrromethen verschmiert beim 
Umkrystallisieren, weshalb es auch nicht zur Analyse gebracht werden konnte. 
Es schmilzt bei etwa 295°. 

Bromierung. 0,1 ¢ Pyrromethen wird mit etwas kKisessig angeriihrt und 
mit 0,17 cem Brom Kisessiglisung (1:4) versetzt, im Wasserbade erwirmt und 
erkalten gelassen. Man erhalt das bereits beschriebene Pyrromethen XT. 


3,9,3', 5’-Tetramethyl-4-brommethyl-4 -athyl-pyrromethenhydrobromid (XIV). 
5g 2,4- ‘Dimethyl- 3-brommethyl-5-carbonsaurepyrrol und 3,25 g¢ Kryptopyrrol- 
aldehyd werden unter Erhitzen in 50 com te ee gelést. Die Losung wird fil- 
triert und unter Krwarmen allmihlich mit 7 com Bromwasserstoffsaure (48°/,ig) 
versetzt. Man erhitzt weiter, bis die Kohle cameo aufhért. Beim Er- 
kalten kommt das Pyrromethen schén krystallisiert, meist in violetten Nadeln 
heraus. Zur Analyse kann man aus Benzol, Sprit-Wasser oder am beste 
essig umkrysta llisieren. Schmelzp. 234°. 

Das Pyrromethenhy drobromid ist leicht léslich in Chloroform, maBig léslich 
in Sprit, schwer léslich in Benzol, Ather und Petrolather, unléslich in Wasser. 


4,520 mg Subst.: 7,830 mg CO,, 2,065 mg H,O. — 3,080 mg Subst.: 0,194 ecm 
(21°, 714 mm). — 5,990 mg Subst.: 5,690 mg AgBr. 
C,gHoeN Br, (402,02) Ber. C 47,76 H 5,51 N 6,96 Br 39,76 
Gd. , 41,20 » 6&3 , 687 », 40,42. 


n aus Lis- 


Freie Base. Das Pyrromethenhydrobromid wird hei in Sprit gelést und 
die konz. Lésung mit Ammoniak langsam versetzt, bis nichts mehr ausfallt. Man 
erhalt auf diese Weise die Base in schénen goldgelben Nadeln, die man leicht aus 
Sprit umkrystallisieren kann. Schmelzp. 141°. 

Die Base ist nur kurze Zeit haltbar. Bei langerem Aufbewahren tritt gerne 
Verschmierung ein. 


4,380 mg Subst.: 9,575 mg CO,, 2,450 mg H,O. — 2,825 mg Subst.: 0,225 ccm 


N, (16°, 719 mm). — 3,255 mg Subst.: 1,925 mg AgBr. 
CigH.,N.Br (321,1) Ber. C 59,79 H 6,59 N 8,72 Br 24,89 
Gef. ., 59,62 ,, 6,26 ,, 3,90 a 


Pikrat der freien Base. Darstellung wie iiblich. Das Pikrat krystallisiert 
aus Sprit in langen, glanzenden griinbraunen Nadeln, die bei 195° schmelzen (ab 
130° teilweise ieiiegeaiaiinn 


4,513 mg Subst.: 7,960 mg CO,, 1,725 mg H,O. — 3,305 mg Subst.: 0,370 ccm 
N, (16°, 720 mm). — 5,160 mg eee 1, 825 mg AgBr. 


CygH,,0,N,Br (550,14) Ber. © 47,98 H 4,39 N 12,73. Br 14,53 
Gef. ,, 48,10 ,, 4,27 12,53 ,, 15,05. 


39 

Zinksalz. Die Methenbase wird in Sprit gelést und mit einer heiBen alko- 
holischen Lésung von Zinkacetat versetzt. Nach einigem Stehen krystallisiert das 
Analyse wird aus 


Zinksalz in schOnen, derben, blauschillernden Prismen aus. Zur 
Sprit-Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 239°. 
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4,212 mg Subst.: 8,220 mg CO,, 2,025 mg H,O. — 4,205 mg Subst. : 0,306 com 
N. (17°, 718 mm). — 4,505 mg Subst.: 2,350 mg Agbr 
C,H gN,BryZn Ber. C 54,42 H 5,388 N 7,94 Br 22,65 
Gef. ,, 53,23 ,, 5,37 ,, 8,09 ,, 22,20. 


Bromierung von Pyrromethen (XIV). 1g Pyrromethen wird in 5 ccm Kis- 
essig aufgeschlammt und in der Hitze mit 0,5 ccm Brom versetzt. Es tritt starke 
Bromwasserstoffentwicklung auf. La8t man einige Stunden stehen, so erstarrt die 
ganze Masse. Durch Reiben kann man die Krystallisation beschleunigen. 1 g Pyrro- 
methen ergibt 1,1 g Bromko6rper. 

Der Bromk6rper ist keine einheitliche Substanz; vermutlich wird hierbei 
nur teilweise Bromierung in den «- und «’-standigen Methylgruppen eingetreten 
sein. Die Komplikationen sind wegen der Spaltungsméglichkeit an der ‘Methin- 
briicke und wegen der Abspaltung der Brommethylgruppe gro, da di- und tri- 

substituierte Pyrrole ja ihrerseits von neuem wieder Pyrromethene geben. 


Koproporphyrin II. | ¢ 3,3’-Dimethy!-4, 4’-dipropionsaure-5, 5 ‘-dibrommethyl- 
pyrromethenhydrobromid!’®) erhitzt man mit 20 ccm Sprit 1—2 Stunden im Druck- 
rohr auf 120°. Das Rea ktionsprodukt wird in Ather gegeben und mit Salzsaiure 
fraktioniert. Das hier erhaltene Porphyrin ist auch alkaliléslich und weist die 
Salzsiurezah! und Spektrum von Koproporphyrin auf. Nach Verestern mit Diazo- 
methan und mehrmaligem Umkrystallisieren aus Chloroform—Methylalkohol schmilzt 
das Porphyrin bei 280°. Mischschmelzpunkt mit JKoproporphyrin II-dimethyl- 
ester: keine Depression. 


3,3 -Dimethyl-4-athyl-4’-propionsaure-5, 5’-dibrommethyl-pyrromethenhydrobro- 
mid (XVIII). 1 g 3,5,3’,5’ -Tetramethyl- 4-athyl-4’-propionsaurepyrromethenhydro- 
bromid!*) se hlammt man in einigen Kubikze ‘ntimetern Eisessig auf und versetzt in 
der Hitze mit 0,5 ccm Brom. Beim Erkalten krystallisiert das bromierte Methen in 
hellroten Nadeln aus. Sollte sich die Krystallisation verzégern, 


durch vorsichtigen Atherzusatz und durch Reiben mit einem 
fiihren. 


ie) 


so kann man sie 
(;lasstab herbei- 


5, 636 mg Subst.: 8,495 mg ¢ ‘Op, oo ) ng H. 20. — 3,335 mg Subst. 


£ i 


“¢ Hy,0,N, “i (dD: 8.94) Ber. 40,67 H 4.30 N 5,32 Br 44,49 
Gef. ,, 41,08 » 4,53 ,, 5,86 », 43,97. 


Mesoporphyrin V. | g Pyrromethen XVIfi wird mit 20—25 com Sprit 
1 Stunde im Druckrohr auf 120° erhitzt. Man arbeitet iiber Ather—Salzsaure auf. 
Zur Reinigung mu Ofters umfraktioniert werden. Das isolierte Porphyrin ist 
spektroskopisch mit Mesoporphyrin'%) identisch. Durch Estermischschmelzpunkt 
ergibt sich die Identitat mit Mesoporphyrin VY. Estermischschmelzp. 272—273°. 
Schmelzpunkt von Mesoporphyrin V 274°. 


Tetramethyl-diathyl-dibrommethyl-porphyrine (X XIf und XXII1l). Gebromtes 
Methen XIV wird mit der 3fachen Menge Brenzweinsaure bei 160—175° 15 bis 
20 Minuten geschmolzen. Nach der iiblichen Aufarbeitung tiber Salzsiure—Ather 
erhalt man ein Porphyrin mit der Salzsaurezahl 12. 

Spektroskopische Befunde vgl. Diss. J. H., S. 45. 


Synthese von 2, 3, 5, 8-Tetramethyl-4-athyl-6, 7-dipropionsaure-porphyrin (X XIV) 
und von 1-Brommethy]l-2, 3, 5,8-tetramethyl-4-athyl - 6, 7-dipropionsaure-porphyrin 
(XXVI). 4 ¢ bromiertes Pyrromethen XIV und 4 g 3,3’-Dipropionsdure-4, 4’-di- 
methyl-5, 5’-dibrompyrromethenhydrobromid'®) werden mit 24 g Brenzweinsdure 
bei 130-145" 60 Minuten lang geschmolzen. Die Schmelzen werden mit Salzsiiure 
ausgekocht und in der ublichen Weise (iiber Ather) aufgearbeitet. Durch Frak- 
tionieren mit 1,8- und 15°/,iger Salzsiure erhalt man 3 Porphyrine. Letzteres ist 
spektroskopisch identisch mit den oben beschriebenen Porphyrinen XXII und 


XXIII. Die beiden anderen Fraktionen enthalten die Porphyrine XXIV und 
XXVI. 








YT 
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Die zu dieser Synthese angewandten Pyrromethene sollen moglichst frisch 
bereitet worden sein. Aus dem oben angegebenen Ansatz erhilt man 0,20 ¢ Por- 
phyrin XXIV und 0,18 g Porphyrin XXVI. 

Man kann auch direkt zu den Porphyrinestern gelangen, wenn man nach 
dem Auslaugen der Schmelzen die salzsauren Loésungen mit Natronlauge fallt 
(letztes Abstumpfen mit Natriumacetat!), die Flocken gut trocknet, in Pyridin 
lést und mit Diazomethan in atherischer Lésung verestert. Die V eresterung kann 
auch mit methylalkoholischer Salzsiure durchgefiihrt werden 


2,3, 5, 8-Tetramethyl-4-athyl-6, 7-dipropionsdéure-porphyrin (XXIV). Das Por- 
phyrin krystallisiert aus Kisessig in schénen, feinen, gebogenen Nadelchen. 


4,856 mg Subst.: 12,610 mg CO,, 2,800 mg H,O. — 3.990 mg Subst. : 0.363 com 
N, (19°, 725 mm). 





BRE PA RET OES 














C9H,,0,N, (538,3) Jer. «= 71,34 =H 6,36 =~N 10,41 
Gef. y fee ., 6,45 »» 10,25. 
Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 625,2—621,6: II. 597.6: IY. 580.7... 569,9—567.6 .. . 559.8: 
623,4 568.7 
[V. 534,6—525,2; V. 509,1—484,0; End-Abs. 434.3. 
529.9 496.5 


Reihenfolge der Intensitaten: V, LV, I, IU, II. 


Das Spektrum ist dem Pyrroporphyrinspektrum sehr abnlich. Geringe: 
Unterschied in den Streifen IV und V. 
Ester. Porphyrin XXIV 148t sich mit Diazomethan oder mit methylalko- 


holischer Salzsiure verestern. Der Ester krystallisiert aus Chloroform—Methy1- 


alkohol in stahlblau glinzenden Nadeln, die bei 249° schmelzen. 
5,290 mg Subst.: 13,512 mg CO,, 3,075 mg H,O. — 2,405 mg Subst. : 0,206 ccm 
N, (17°, 717 mm). 3,225 mg Subst.: 2,610 mg AgJ. 
Cy,H,,.0,N, (566,33) Ber. C 70,41 H 6,76 N 9,89 OCH, 10,95 
Gef. §,, 69,68 > BOO . 9,51 oa 10,69 . 





Salzsiurezahl des Esters 2,5, des freien Porphyrins 0,8. Ester und freics 


Porphyrin haben das gleiche Spektrum. 
Eisensalz des Esters. Darstellung nach der iblichen Methode. 


Zur Analyse krystallisiert man aus Eisessig um. Kleine schwarzblaue Prismen, 


die bei 275° se ‘hmelzen. 


5,000 mg Su_st.: 11,190 mg CO,, 2.520 mg H,O, 0,605 mg Fe,O,. — 3,815 meg 


Subst.: 0.920 mg Ap I. 
C,,H,,0,N,FeCl (655,61) Ber. C 62,23 H 5,54 Fe 8,52 Cl 5,5) 
ref. ,, 61,04 ,, 5,64 ,, 8,46 ~ Ger. 
Spektrum in Pyridin nach Hydrazinzusatz: 
I. 552,8—542.4; II. 527,4...519,0—515,5 .. . 505,1 








547,5 517,2 
Reihenfolge der Intensitaten: I, II. 


_ 1-Brommethyl - 2, 3, 5, 8- tetramethyl - 4- athyl - 6, 7 - dipropionsaure - porphyrin. 
(X XVI). Das Porphyrin ist in Pyridin sehr leicht léslich, in allen anderen gebriiuch- 


lichen Lésungsmitteln ist es fast unléslich. Zur 
krystallisiert werden, wobei man es in Form feiner Nadelchen erhiilt. 


Der Bromgehalt wurde immer zu hoch gefunden. 
5,404, 3,070 mg Subst.: 1,745, 0,960 mg AgBr. 
C...H3,,O,N,Br (631,2 Ber. Br 12.67 Gef. Br 13.75. 13.3] 








Analyse kann es aus Essig um- 


= Die Klementaranalyse ergab fiir das Porphyrin nie befriedigende Werte. 
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Bessere Analysenwerte ergab der 
Ester. Der Ester krystallisiert aus Chloroform—Methylalkohol in kleinen, 
feinen hellroten Nadeln, die bei 228° schmelzen. 





N, (18°, 713 mm). — 5,945 mg Subst.: 1,710 mg AgBr. — 3,835 mg Subst.: 
2,885 mg AgJ. 


C,,H3,,0,N,Br (659,25) Ber. C 63,71 H 5,95 N 8,50 Br 12,12 OCH, 9,41 
Gef. ,, 63,97 ,, 5,89 ,, 8,62 ,, 12,24 » 9,94. 
Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 622,1; IL. 595,1; WI. 567,2; IV. 535,2; V. 502,1; Knd-Abs. 438,2. 
Reihenfolge der Intensitaten: V, IV, ILI, I, I. 


5,105 mg Subst.: 11,975 mg CO,, 2,687 mg H,O. — 3.257 mg Subst.: 0,252ccem 


Freies Porphyrin und Ester besitzen das gleiche Spektrum. Dieses Spektrum 
hat gré&te Ahnlichkeit mit dem des Deuteroporphyrins, besonders in den Streifen I 
bis IIL. Streifen IV ist etwas nach Rot verschoben, wahrend V fast véllig mit dem 
des Deuteroporphyrins ubereinstimmt. 

Salzsaurezahl des Porphyrinesters = 9, des freien Porphyrins = 6. 

Eisensalz des Esters. Darstellung wie iiblich. Das Komplexsalz krystalli- 
siert aus Eisessig in derben, blauschwarzen Prismen, die bei 267° schmelzen. 
Zu wenig Substanz zur Analyse. 


Spektrum nach Hydrazinzusatz: 
lI. 551,4; Il. 519,2; End-Abs. 427,1. 
Reihenfolge der Intensitaten: I, II. 


Bromierung von Porphyrin XXIV. 


1-Brom-2, 3, 5, 8-tetramethyl-4-athyl-6, 7-dipropionsdureester-porphyrin (X XVII). 

Hieriiber vgl. Diss. J. H., 8S. 50/51. 

Synthese von 2,3,5,8-Tetramethyl-4, 6, 7-triathylporphyrin (X XVIIT) und von 
1-Brommethyl-2,3,5,8- tetramethyl-4, 6,7-triathyl-porphyrin (XXIX). 5,6 g gebromtes 
Pyrromethen XIV und 4,8 g 3,3’-Diithyl-4, 4’-dimethyl-5, 5’-dibrom- pyrromet hen- 
hydrobromid'’), beide frisch dargestellt, werden mit 150 cem Ameisensiiure 
13) » Stunden auf dem Wasserbade erwirmt. Ks tritt starke Bromwasserstoffent- 
wicklung auf. Man flockt nun mit Wasser und verdiinntem Alkali aus, lost die 
Flocken in Pyridin und treibt in Ather. Man fraktioniert mit Salzsiiure. Dieses 
mu einige Male wiederholt werden, um die Fraktionen rein von Methenschmieren 
-. erhalten. Man erhilt die Porphyrine XXVIII und XXiX, ersteres mit 3- und 

giger, letzteres mit 8°/,iger Salzsaure. 


seide Porphyrine krystallisie ‘ren aus Ather in schénen roten Nadeln, fiir die 
kein Schmelzpunkt ermittelt werden konnte. 


2,3, 5, 8-Tetramethyl-4, 6, 7-tridthyl-porphyrin (XXVIII). Dieses Porphyrin ist 
auBerst hygroskopisch. Ks lieBe n sich von ihm keine befriedigenden Analysen- 
werte erhalten. Nur die Brombestimmung ergab den Wert Null. 

Spektrum in Pyridin—Ather: 

I. 622,9; Il. 597,1; ILL. 568,2; IV. 528,9; V. 497,1; Knd-Abs. 435,3. 

Reihenfolge der Intensitaéten: V, IV, I, Ii, U1. 


Auch dieses Spektrum hat groBe Ahnlichkeit mit dem des Pyrroporphyrins. 

Das Porphyrin gibt ein schén krystallisierendes Kupfersalz, das durch die 
Elementaranalyse die Formulierung X. XVIII be statigt. 

Kupifersalz. Porphyrin XXVIII wird in Pyridin gelost und mit einer Losung 
von Kupferacetat in der Siedehitze versetzt. Alsbald krystallisiert das Komplex- 
salz aus. Aus Eisessig umkrystallisiert erhalt man es in prachtigen Prismen. 





29, H. Fischer, 


4,220 mg Subst.: 


10,083 mg CO,, 


W. Neumann und JJ. Hirschbeck, Bd. 276 





» (1943) 


2,375 mg H,O, 0,668 mg CuO. ‘by 2,264 mg 
Subst.: 0,245 cem N, (20°, 708 mm). 
C9H,.N,Cu (511,8) Ber. 70,33 H 630 N 10,95 Cu 12,42 





Gef. ,, 69,99 » 6,29 «,, 11,26 





5, 12,65. 
Spektrum: 


I. 564,7; IL. 526.6; Knd-Abs. 435,4. 

Reihenfolge der Intensitaéten: I, H. 

Uber Bromierung vgl. Diss. J. H., 8. 55. 

1-Brommethy]-2, 3, 5, 8-tetramethy]-4, 6, '7-triathyl-porphyrin. Dieses Porphyrin 
XXIX wird zur Analyse aus Ather umkrystallisiert. 
4,325 mg Subst.: 10,920 mg CO,, 2,670 mg H,O. — 1,385 mg Subst.: 0,400 mg 
AgBr. . 
Ber. C 68,48 H 6,49 Br 14,71 
Gef. ,, 68,85 ,, 6,90 ,, 14,25. 


C,,H,,N,Br (543.2) 


Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 622,3; IL. 595,4; ILI. 567,2; IV. 534, V. 502,1; End-Abs. 428,8 
Reihenfolge der Intensititen: V, [V, ILI, r II. 
Kupfersalz. Das Kupfersalz krystallisiert aus Eisessig in Rhomboedern. 
Spektrum in Pyridin: 
[. 573,6—554,7; IL. 5387,2—518,7: End-Abs. 440,0. 

564.1 527, 


( 
Reihenfolge der Intensitaten: I, I. 








4, 4’-Dimethy]-3, 3’-dipropionsaure-5, 5’-dicarbathoxy-pyrromethan aus 2-Brom- 
methy1-3-propionsdure-4-methyl-5-carbathoxypyrrol. Man lést das Pyrrol in warmer 
Ameisensaure und versetzt mit waBriger KBrO.-Loésung nebst einigen Tropfen 
Brom. Nach einigem Stehen wird abfiltriert und aus Sprit—Wasser umkrystallisiert. 
Schmelzp. 204°. Durch Mischschmelzpunkt erweist sich das Produkt identisch 
mit 3, 3’-Dipropionsiure-4, 4’-dimethyl-5, 5’-dicarbathoxypyrromethan!’). 

Die auf anderem Wege'®) erhaltene Ausbeute wird nicht annahernd erreicht. 


5-Methyl-2, 4-dicarbathoxy-pyrrol-3-essigester?), 30 ¢ Aceton-dicarbonsiure- 
ester werden in 100 ccm Kisessig gegeben und mit einer gesittigten Lésung von 
11 g Natriumnitrit in Wasser unter Kiskihlung isonitrosiert. Nach Zugabe von 
19,5 g Acetessigester werden 25 g Zinkstaub in die schon auf 60° vorgewairmte 
Lésung eingetragen, wobei man in dem Mabe zugibt, wie der Eisessig siedet. 
AnschlieBend wird noch unter RiickfluB 1 Stunde gekocht. Man gieBt in | Liter 
kaltes Wasser und /aBt tiber Nacht stehen. Das Pyrrol wird am anderen Morgen 
abgesaugt und aus 75°/,igem Sprit umkry stallisiert. Aus der waBrigen Lésung 


kommt bei mehrtagigem Stehen noch ein Teil sehr reines Pyrrol. Ausbeute 16°), : 
d. Th. Schmelzp. 84°. 





4,675 oe Subst.: 9,890 mg CO,, 2,860 mg H,O. — 2,562 mg Subst.: 0,108 com 
N, (17°, 732 mm). 


ri (311,18) Ber. © 57,84 H 6,80 N 4,51 
Gef. ., 57.70 .. 6.85 . Sek 


5-Methyl-4-carbathoxy-2-oxymethyl-pyrrol-3-essigsaure. 0,32 ¢g Natrium werden 
in 10 ccm absolutem Alkohol gelést und 2 g 2-Methyl-3,5-dicarbithoxy-pyrrol- 
4-essigester hinzugegeben. Nach 3stiindigem Krwairmen im Wasserbad unter 
RickfluB fallt in einer entnommenen Probe des Reaktionsgemisches auf Zusatz 
von Wasser kein Niederschlag mehr aus und beim Erkalten scheidet sich das Na 
Salz der Saure ab. Man setzt daraus die wasserschwerlédsliche S 





siure unter Ver- 


*) S. 37; dort ist die «-Carbmethoxyverbindung beschrieben, Schmelzp. 136°. 
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meidung einer Erwarmung mit verdiinnter HCl frei. Ausbeute 1,3 g. Aus Ather 
umkrystallisiert. Schmelzp. 211°. 


3,965 mg Subst.: 7,99 mg CO,, 2,33 mg H,O. — 3,730 mg Subst.: 0,186 cem 
N, (16°, 726 mm). 
 (,,H,,0,N (241,13) Ber. C 54,77 H 627 N 5,71 
ref. ,, 54,96 ,, 6,29 ,, 5,62. 


Mit 1'/, Mol waBriger KOH gelang die Verseifung nicht; mit 3 n-KOH im 
UberschuB fiihrte sie zu einer Saure vom Schmelzp. 264,5°, deren Titration 49,87°/, 
CO,H ergab (18,5 mg S = 20,5ccem n/100-NaOH gegen Phenolph.). 


Ber. fiir C.H,0,N (183,08) 49,16°/, (2 Carboxyle). 


sei dieser Gelegenheit versuchten wir auch die Synthese des 3-Methyl- 
2,4-dicarbathoxy-pyrrol-5-essigsiuremethylesters durch Umsetzung von Iso- 
nitrosoacetessigester mit Aceton-dicarbonsiureester. In guter Ausbeute (48°/)) 
entstand scheinbar das gewunschte Pyrrol. Die Reaktion ist aber anders ge- 
gangen, die Kleme ntaranaly se ergab 58,28°/, C, 7,1°/, H, 5,02°/, N. Diese Analysen- 
resultate wiirden noch am ehesten auf ein "3- Moethyl-2 ’ 4-dicarbathoxy-5-aeetonyl- 
pyrrol hinweisen. Es mii®te dann in sekundarer Reaktion der «-standige Kssig- 
sdiurerest an der reaktionsfahigen Methylengruppe acetyliert worden sein und 
gleichzeitig Carbithoxy abgespalten. Da das Pyrrol vorlaufig fiir uns kein Inter- 
esse besitzt, wurde die nahere Untersuchung zuriickgestellt. 


Imidchlorid des 2, 4-Dimethyl-5-carbathoxy-pyrrol-3-glyoxylsaure-athylesters. 
Je 20 g trocknes fein pulverisiertes 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol werden in 
einem Gemisch aus 50 ccm trockenem Chloroform und 60 ccm trocknem Ather 
in einer 200 com-Waschflasche suspendiert und dazu 12,4 g Cyanameisensiure- 
athylester gegeben; in die eiskalte und eisgekiihlte Suspension wird unter dfterem 
Umschiitteln durch zwei Waschflaschen mit frischer konz. Schwefelsiure getrock- 
netes Salzsiuregas eingeleitet, bis durch das am anderen Ende angesetzte Chlor- 
calciumrohr Salzsiuregas heraus raucht. Man liBt mindestens 2 Stunden, besser 
noch iiber Nacht, gut verschlossen im Kisschrank stehen. In rascher Folge wird dann 
abgenutscht, 3mal mit absolutem Ather gedeckt und das kaum noch atherfeuchte, 
kanariengelbe Imidchlorid im Vakuumexsiccator iiber frischem Chlorcalecium und 
technischem Atzkali getrocknet. Ausbeute je nach Reinheit des angewandten 
ct heey von der theoretischen Menge abwarts. Schmelzp. 173° (unter Zers.). Kine 
8 Tage auf diese Art getrocknete Probe wurde analysiert. 


4,485 mg Subst.: 8,355 mg CO,, 2,625mg H,O. — 2,678 mg Subst.: 
0,220 com N, (20°, 719mm). — 74,9 mg Subst.: 24,03 com n/100-NaOH (Phe- 
nolph.). 

C,,H,,0,N,Cl (302,63) Ber. C 51,55 H 6,33 N 9,25 Cl 11,72 

Gef. ,, 50,81 ,, 655 ,, 9,09  ,, 11,38. 


2,4-Dimethyl-5-carbathoxy-pyrrol-3-glyoxylsaurehydrazid. 0,5 g Pyrrolglyoxyl- 
ester werden mit 8 Tropfen (0,1 g) Hydrazinhydrat in 15 ccm Alkohol auf dem 
Wasserbad '/, Stunde unter RiickfluB erwarmt. Beim Kindunsten der Lésung 
scheidet sich in flachen Nadeln ein Korper aus, der 2 mal aus Sprit umkrystalli- 
siert farblos und analysenrein ist. Schmelzp. 163,5°. 


4,813 mg Subst.: 9,190mg CO,, 2,650mg H,O. — 3,475 mg Subst.: 
0,490 com N, (15°, 728 mm). 
C,,H,;0,N, (253,14) Ber. C 52,12 H 5,99 N 16,60 
Gef. ,, 52,07 ,, 6,16  ,, 16,01. 


2, 4-Dimethyl-5-carbathoxy-pyrrol-3-glyoxylsaure-ester-phenylhydrazon. 0,5 ¢ 
Glyoxyleste r werden mit one UberschuB von Phenylhydrazin (0,5 g) in 15 com 
Sprit auf dem Wasserbad 2 Stunden erwirmt. Beim Kindunsten der Liésung 
scheidet sich in flachen Prismen ein gelber Kérper ab, der zweimal aus Sprit 
umkrystallisiert wird. Schmelzp. 161°. 
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4,625 mg Subst.: 10,875 mg CO,, 2,685 mg H,O. — 3,196 mg Subst.: 
0,338 ccm N, (16°, 728 mm). 
C,,H.,0,N, Ber. C 63,86 H 6,43 N 11,77 
Gef. ,, 64,13 .. 6,50 yy ERT: 


2,4- Dimethyl-5-carbathoxy-pyrrol-3-glyoxyl-hydroxim-saure und 2,4-Dimethyl- 
5-carbiithoxy-pyrrol-3-glyoxylester-oxim-Natriumsalz. 0,52 Glyoxylester w erden mit 
0,19 g Hydroxylaminhydrochlorid und 0,75 g Krystallsoda in 50 cem 50°/, igem 
Sprit 2 Stunden auf dem Wasserbad unter RiickfluB erwarmt. Der beim Kin- 
dunsten der Lésung sich abscheidende Koérper ist neben viel NaCl das Na-Salz 
der Hydroximsiure und wird zur Trennung von den anorganischen Bestandteilen 
in wenig Wasser gelést, mit HCl ganz vorsichtig bis schmutzig kongosauer angesauert 

und dann mit einem ‘Tropfen verdiinnter NaOH genau gegen Lackmus neutrali- 

siert. Nun kann man mit Ather die freie hinfillige Hydroximsaure ausziehen 
(3—4mal). Sie hinterbleibt beim Einengen des Athers in durchsichtigen Platt- 
chen, die wegen der Hinfalligkeit der Hydroximsaure nicht véllig aschefrei er- 
halten werden konnen; gibt mit FeCl, eine kirschrote Farbung, in. konz. Lisung 
einen Niederschlag. 

Engt man den Ather nur miéBig ein und gibt tropfenweise konz. Natron- 
lauge zu, bis die waBrige Loésung eben anfangt, alkalisch zu reagieren, so kann 
man aus derselben durch vorsichtigen Zusatz von Sprit zuerst andere, zum Schlu8B 
das Natriumsalz des Glyoxylesteroxims ausfallen, das sich aus wenig Wasser um- 
krystallisieren laBt. Zersetzungsp. 260°. Beim Versuch, das Oxim freizusetzen, 
traten Zersetzungen ein, weshalb es als Natriumsalz zur Analyse gegeben wurde. 


4,343 mg Subst.: 8,075 mg CO,, 2.200 mg H,O. — 4,209 mg Subst.: 
0,346 com N, (15°, 714 mm). 
C,,H,,0O;N.Na (304,16) Ber. C 51,29 H 5,64 N 9,21 
Gef. ., 50,71 » 5,67 4 BIS. 


2, 4-Dimethyl-5-carbithoxy-pyrrol-8-glyoxylsiure. 15 g Glyoxylester werden 
in einem Becherglas zu einer heiBen Lésung von 2,5 g NaOH in 50 ccm Sprit und 
150 ccm Wasser gegeben und auf dem Wasserbad erw ‘irmt. Nach etwa '/, Stunde 
ist der Sprit fast véllig abgedampft und der Ester in Lésung gegangen. Man 
filtriert von eventuellen Verunreinigungen ab, kiihlt in Kis auf 0° und fallt mit 
verdiinnter Schwefelsiure bis zur schwachen Kongoreaktion. Die ausgefallene 
Saure wird aus viel Wasser umkrystallisiert. Farblose Rhomboeder, Schmelz- 
punkt 178° unter Decarboxylierung. Ausbeute 12 g (90°/, d. Th.). 

3,208 mg Subst.: 6,475 mg CO,, 1,555mg H,O. — 4,895 mg Subst.: 
0,261 com a (15°, 727 mm). 

C,,H,,0;N (239,11) Ber. © 55,20 H 5,48 N 5,86 


5,86 
Gef. ,, 55,05 5 9,42 »» 6,03. 


Kaliumsalz der 2, 4-Dimethyl-5-carboxyl-pyrrol-3-glyoxylsdure. 5 ¢ Glyoxy!- 
ester werden mit 60 ccm 5 n-KOH 3—4 Stunden auf dem siedenden Wasserbad 
erwarmt. Schon nach kurzer Zeit ist alles in Lésung gegangen unter Gelb- 
farbung. Man kihlt auf 0° und fallt unter Einhaltung ‘der niederen Temperatur 
den Ubersc huB an KOH mit eiskalter konz. Schwefelsaure, filtriert bei schw ach 
alkalischer Reaktion ab und fallt im Filtrat unter Kihlung weiter mit 50°/,iger 
Schwefelsiure bis zur eben kongosauren Reaktion. In moéglichst wenig baifiem 
Wasser geldst, scheidet sich das saure Salz bei starkem Kiihlen auf Zugabe von 
etwas Schwefelsiure und Reiben mit dem Glasstab in derben lainglichen Schup- 
pen ab. Ks blaht sich bei 178° plétzlich auf und zersetzt sich dann bei 261°. 

3,708 mg Subst.: 5,440 mg CO,, 1,295 mg H,O, 0,788 mg Riickstand. 
3,704 mg Subst. : 0,224 cem N, (21°, 727 mm). — 13,0 mg Subst.: 5,11 cem n/100 
NaOH (Phenolpht.). 

CyH,,O.NK (267,19) Ber. C 40,42 H 3,77 N 5,24 K 14,64 CO,H 16,9 
Gef. ,, 40,01 ,, 3 72 12.03 T Pes: 


oo, 6 
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Hydrazon des 2, 4-Dimethyl-5-carbathoxy-pyrrol-3-glyoxylsdure-athylesters. 6g 
Imidchlorid (vgl. S. 23) werden in wenig absolutem Alkohol gelést, mit 1,5 g 
Hydrazinhydrat versetzt und auf dem Wasserbad 1 Stunde unter Rickfluf ge- 
kocht. Man versetzt mit Wasser und filtriert ab. Als Alkohol-Wasser in glanzen- 
den Schuppen. Ausbeute 5g. Schmelzp. 151°. 


4.584 mg Subst.: 9,350 mg CO,, 2,700 mg H,O. — 3,526 mg Subst.: 
0,470 com N, (16°, 728 mm). 
C,3H,,0,N, (281,17) Ber. C 55,48 H 6,81 N 14,95 
Gef. ,, 55,63 »» 6,59 5, 15,08. 


2, 4- Dimethyl - 5 - carbathoxy-pyrrol- 3 -essigsaure - athylester. 5 g Imidchlorid 
(vel. S. 23) in 30 cem absolutem Alkohol werden zu einer Auflésung von 
1,5 ¢ Natrium in 30 ccm absolutem Alkohol gegeben und nach Mischen und Zu- 
gabe von 1 g Hydrazinhydrat unter FeuchtigkeitsausschluB so lange im Wasser- 
bad erwarmt, bis die N,-Entwicklung auf gehort hat. Man gibt nun aus einem 
Tropftrichter 30 ccm 10°/, ige absolut alkoholische HCl unter Ee iskochsalzkiihlung 
und F euchtigkeitsausschluB zu, wobei die Temperatur nicht iiber 0° ansteigen darf. 
Nach 1—2tagigem Stehen in der Kalte wird unter Kiskiihlung durch Umrihren 
mit einem Stiick festen Atznatrons neutralisiert, filtriert per etwa 20 ccm ein- 
geengt und auskrystallisieren gelassen. Aus der stark rot gefairbten Lésung kommen 
prismatische Nadeln, die noch nicht. analysenrein erhalten werden konnten. 


Schmelzp. 116° (unter Zers.). Die Methode hat weiter kein Interesse, da die Ver- 
bindung bequemer zuganglich ist*). 


Gewinnung der 2,4-Dimethyl -5 -carbathoxy - pyrrol-3-aminoessigsaure aus 
dem Imidchlorid des 2,4- Dimethyl - 5 - carbathoxy - pyrrol -3- glyoxylsdiureathylesters. 
A. Mit Zink-Salzsaure. In einem Erienmeyerkolben lést man 10 g Imidchlorid 
in der Kalte in der eben erforderlichen Menge absolutem Alkohol und _ bringt 
dann 20 g amalgamiertes Zink (man stellt es sich durch mehrstiindiges Stehen- 
lassen méglichst kleiner Zinkblechschnitzel- in 5°/jiger Sublimatlésung her; vor 
dem Gebrauch miissen diese mit Alkohol gewaschen und sorefaltig getrocknet 
sein) in die Lésung. Nun wird unter Eiskiihlung mit Chlorwasserstoff (2 Wasch- 
flaschen mit frischer Schwefelsiure) gesittigt und iiber Nacht stehen gelassen. 
Am nachsten Tag saugt man den gebildeten Nicderschlag ab, wischt mit wenig 
Sprit aus und verreibt mit etwas Wasser. Das Zinkchlorid geht in Lésung, zuriick 


bleibt etwa 1 g eines aschefreien K6rpers, der aus Sprit umkrystallisiert, bei 185° 
schmilzt. Bei 105° getrocknet zur Analyse. 


5,472 mg Subst.: 12,525 mg CO,, 3,440 mg H,O. — 6,310 mg Subst.: 
0,393 com N, (18°, 722 mm). 


C,,H,,.0,N,. (404,24) Ber. C 62,3: H 6,98 N 6,93 
Gef. ,, 62,43 ., 7,04 , 6,94. 

Molekulargewichtsbestimmung nach 
Q,0121 g Subst., Depr. = 11°. 

Das alkoholische Filtrat wird unter Kiihlung mit entwissertem Natrium- 
carbonat geschiittelt bis zur schwach alkalischen Reaktion, das schwer filtrierbare 
Zinkearbonat abfiltriert und mit Sprit nachgewaschen. Die Zn-freie alkoholische 
Lésung wird im Vakuum bei 40—50° zur Trockne gebracht. Man nimmt nochmals 
mit absolutem Alkohol auf, filtriert und ve rdampft im Vakuum. is hinterbleibt 
ein bei etwa 160°/14 mm destillierendes Ol, das nicht zum Krystallisieren gebracht 
werden konnte und das noch nicht niher untersucht wurde. 
Reaktion von Anfang an in so wenig Alkohol vor, daB ein Teil des Imidchlorids 
ungelést bleibt, so erhalt man beim Verreiben mit Wasser einen zinkhaltigen, 
krystallisierten, leicht wasserléslichen Kérper, der im folgenden direkt erhalten 
werden konnte: 

&. Man lost 2 g Imidchlorid in 50 ccm Kisessig und gibt allmahlich 2 g Zink- 
staub hinzu. Bald tritt E ntfirbung ein. Nach eintagigem Stehen wird im Vakuum 
eingedampft. Der hinterbleibende Sirup wird mit Wasser versetzt, wobei neben 


Rast ergab 407. 0,1082 Campher, 





Nimmt man die 





eer ened at 








A OMen Rote rw Hye oe RR AS 











96 H. Fischer und Mitarbeiter, Synthese usw. Bd. 279 (1943) 


Glyoxylester ein stark nach Pfefferminz/Mesithylen riechendes Ol (vgl. oben) 
ausfillt. Das wabrige Filtrat wird wieder im Vakuum eingeengt, der Riickstand 
iiber Atznatron im Exsiccator getrocknet. Man lést nun in wenig Sprit, verreibt 
mit 1—2 ccm konz. HCl, wobei die Lésung plétzlich erstarrt. Man filtriert ab 
und wiederholt Lésen in Sprit und Verreiben mit HCl. SchlieBlich wird in Alkohol 
gelést und vorsichtig mit Ather gefallt. Schmelzp. 219°. 


4,248 mg Subst.: 6,545 mg CO,, 2,270 mg H,O, 0,025 mg ZnO(!). — 
2,458 mg Subst.: 0,168 com N, (18°, 716 mm). — 5,910 mg Subst.: 4,340 mg AgCl. 


C,,H,,0,N.Cl,Zn, (372.79) Ber. C 41,85 H 5,68 N 7,52 Cl 19,02 
Gef. ,, 42,02 ,, 6,03 ,, 7,55  ,, 18,17. 


Die Analyse stimmt mit Ausnahme der Zn-Bestimmung leidlich auf die an- 
gegebene Formel. 

Reduktion des Imidchlorids mit Natriumamalgam. 2,4-Dimethyl-5-carbaithoxy- 
pyrrol-3-amino-essigsaure. 5 g Imidchlorid werden in 100 ccm absolutem Alkohol 
gelést, dann wird 1,5 ¢ Natrium als 3°/, iges Amalgam hinzugegeben und das 
Reaktionsgemisch vor Luftfeuchtigkeit geschiitzt. Die nun eintretende langsame 
Reaktion wird durch Erwarmen auf dem Wasserbad beschleunigt. Man gieBt 
nach Stehen tiber Nacht vom unverbrauchten Amalgam ab und neutralisiert die 
nach Ammoniak riechende alkoholische Lésung unter Kiihlung genau gegen Kongo 
unter tropfenweiser Zugabe von konz. HCl. Nun bringt man im Vakuum zur 
Trockne, zieht den gelblichen amorphen Riickstand mit ‘absolutem Alkohol, dem 

5°/ iger absoluter Ather zugesetzt sind, aus. Die Lésung wird im Vakuum abermals 
zur Trockne eingedampft; mit etwa 20 com Wasser wird der Riickstand ausgekocht 
und von gelblichen, nach Pfefferminz/Mesithylen riechenden Schmieren (vgl. 8. 25) 
filtriert. Nach langem Kiihlen und Reiben mit dem Glasstab kommen farblose 
Nadeln, die sich ein zweites Mal leichter umkrystallisieren lassen. Schmelzp. 198° 
(unter Zers.). Bei 90° i. V. iiber P,O; getrocknet zur Analyse. Ausbeute 0,8 g. 

4,015 mg Subst.: 7,600 mg CO,, 2,510 mg H,O. — 3,215 mg Subst.: 0,319 com 
N, (20°, 726 mm). 

C,,H,,0;N. (258,16) Ber. C 51,138 H 7,03 N 10,85 
Gef. ,, 51,62 » 1,00 », 10,80. 


Kupfersalz der Aminosdéure. Kocht man die waéBrige Losung der Amino- 
sdure mit frisch gefalltem CuO und filtriert ab, so kommt aus der im Vakuum 
eingeengten blauen Lésung bei 1—2tagigem Stehen in der Kalte das hellblaue 
Cu-Salz der Aminoséure. Ausbeute 98°/, d. Th. Das hygroskopische Salz schmilzt 


bei 208° (unter Zers.). Mehrmals aus Wasser umkrystallisiert iiber P,O,; bei 90° 
getrocknet zur Analyse. 


: 3,720 mg Subst.: 6,260 mg CO,, 2,030 mg H,O, 0,515 mg CuO. — 2,723 m 
Subst.: 0,243 cem N, (20°, 730 mm). 


CooH4O,)NyCu (577,87) . Ber. C 45,69 H 5,93 N 9,70 Cu 11,00 
Gef. ,, 45,89 ., 611 ., 9,98  ,, 11,06. 


Aus dem Cu-Salz konnte durch Einleiten von Schwefelwasserstoff die Saure 
wieder frei gesetzt werden, die nach Umkrystallisieren in Schmelzpunkt und Misch- 
schmelzpunkt mit der Ausgangssiure identisch war. 


Di-(2, 4-dimethyl-5-carbathoxy-pyrrol) - 3 - Bis(N-acetyl) -diketopiperazin. [r- 
warmt man die Aminosaure etwa 10 Minuten bis zum Sieden in iiberschiissigem 
Essigsiureanhydrid, so fallt beim Versetzen mit Wasser allmahlich ein Korper 
aus, der aus E isessig—Wasser in mikrokrystallinen Plattchen krystallisiert. Schmelz- 
punkt 216°. Uber “Pp 20, und Atznatron zur Analyse getrocknet. 


4, ‘“; mg & Subst.: 9,185 mg CO,, 2,080 mg H, 20. — 3,485 mg Subst.: 0,358 ccm 
N, (17°, 721 mm). 


C..H,.0.N, (528,30) Ber. C 59,05 H 6,10 N 10,61 
Gef. ,, 58,72 »» 9,58 ,, 10,40. 
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Uber Kynurenin*) 


Physiologie, Konstitutionsermittlung und Synthese 


yon 


Adolf Butenandt, Wolfhard Weidel, Ruth Weichert und Waldemar von Derjugin 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Mai 1943) 


Als Kynurenin wurde von Y. Kotake!') ein von ihm und seinen Mit- 
arbeitern in zahlreichen wichtigen Arbeiten untersuchtes Abwandlungs- 
produkt des Tryptophans bezeichnet, das im Stoffwechsel der Saiugetiere 
eine Vorstufe der im Harn und in der Galle zur Ausscheidung kommenden 
kK ynurensiure darstellt. Verabfolgt man subkutan gr6éBere Mengen von 
Tryptophan an Kaninchen, so erscheint in ihrem Harn neben Kynuren- 
siure auch Kynurenin, das auf diese Weise gewonnen werden kann2). 
Kotake und Iwao’) ermittelten fiir Kynurenin die Molekularzusammen- 
setzung C,,H,,N.0, und glaubten, ihm die Konstitutionsformel (II) zu- 
erteilen zu kénnen. Der Ubergang des Tryptophans in Kynurensiiure (V) 
wurde von Kotake!') folgendermaBen formuliert: 





‘alli —,-CH, - CH -COOH a“ “y-——-CH, - CH - COOH 
ig ale NH, ee 
CH NH OH 
l Tryptophan Il «-Oxy-tryptophan 
COOH 
| ~ /CO-CH,-CO-COOH 
4 ~ —C=CH-CH- COOH iin A , 
>| | | >| | 
we Ps + SS 
—\wnH, = NER “SNNH, IV 
OH 
| 
ZN IS 
> | 


~ A COOH 


VY Kynurensiiure 


In dieser Reaktionsfolge waren nur Anfangs- und Endprodukt ge- 
sichert; «-Oxy-tryptophan (IL) war bis vor kurzem unbekannt, und fiir 
die Kynureninformel (III) fehlten noch endgiiltige Beweise. ‘Trotzdem galt 

*) Dem auswartigen Mitglied des Kaiser-Wilhelm-Instituts fiir Biochemie, 
Herrn Professor Hans von Euler, zum 70. Geburtstag gewidmet. 

') Y. Kotake, H. 195, 139 (1931); Erg.-Physiol. 37, 245 (1935). 

*) Z. Matsuoka u. N. Yoshimatsu, H. 148, 206 (1925). 

3) Y. Kotake u. I. Iwao, H. 195, 146 (1931). 
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dieser Weg des Tryptophanabbaus fiir so weitgehend gesichert, da®B er in 
die Lehrbiicher der physiologischen Chemie Eingang fand. 

Das Kynurenin hat neuartiges physiologisches Interesse gewonnen 
durch den Befund, da} es imstande ist, Augenpigmentbildung in der hell- 
iiugigen Rasse vermilion (v bw) der Taufliege Drosophil: melanogaster bzw. 
in der rotiiugigen a-Rasse der Mehlmotte Ephestia Kiihniella auszulésen*) 
und somit die Funktionen eines (,.gen-abhiingigen*‘) Stoffes (,,0*-Stoffes*) 
zu iibernehmen, der bei Anwesenheit des Gens vt (bzw. at) in den Wild- 
formen der Taufliege, Mehlmotte und anderer Insekten normalerweise ge- 
bildet wird und bei ihnen die Pigmententstehung bewirkt®). 

Es ist mit groBer Wahrscheinlichkeit anzunehmen, daf der natiirliche. 
unter der Wirkung des Gens v+ (= at) entstehende ,,vo+-Stoff* der Insekten 
mit Kynurenin identisch ist, denn bei der Aufarbeitung von Extrakten 
von Schmeiffliegenpuppen (Calliphora erythrocephala) und Drosophila- 
puppen wurden wiederholt v*-wirksame Konzentrate erhalten, deren 
chemische und physikalische Kigenschaften mit denjenigen des Kynurenins 
in allen Einzelheiten iibereinstimmen, und Kikkawa®) ist es kiirzlich ge- 
lungen, aus Insekteneiern (Bombys, Rasse white-1) Kynurenin in kry- 
stallisierter Form zu gewinnen. Auch der Befund von A. Kiihn’), dah 
Kynurenin nach Injektion in a-Lphestia-Puppen in die Eizellen des 
Falters aufgenommen wird und in der Embryonalentwicklung von auf diese 
Weise ,.prideterminierten™ aa-Raupen Bildung der chemisch nicht identi- 
schen Pigmente in Augen und Haut bewirkt, ist eine starke Stiitze fiir die 
Idenditit des Kynurenins mit dem sich vollig entsprechend verhaltenden 
natiirlichen v+-Stoff. Kine weitere Stiitze findet die Auffassung von der 
identitiit des natirlichen v*-Stoffes mit Kynurenin in dem Befund, dab 
das Kynurenin im Augenausfiirbungstest durch «-Oxytryptophan (II) 
ersetzbar ist®). Diese Aminosiure wurde 1940 von Wieland und Wit- 
kop’) in einem Hydrolysat des Knollenblitterpilzgiftes Phalloidin auf- 
gefunden. Ihre physiologische Wirkung als v+-Stoff ist etwas geringer als 
die des Kynurenins. Daraus schlieBen wir, daB «-Oxy-tryptophan im 
Insektenorganismus die Funktion eines ,,Pro-kynurenins* erfiillt und daB — 
im Sinne der Auffassung von Kotake — «-Oxy-tryptophan ein Zwischen- 
produkt bei der Kynureninbildung aus Tryptophan darstellt. 

Die physiologische Wirkung des Kynurenins im Augenpigmentbildungs- 
prozef der Insekten ist hoch und — von der Wirksamkeit des «-Oxy-trypto- 
phans abgesehen — spezifisch. Die farblosen Augen isolierter Képfe von 
24/,—3 Tage alten v bw-Drosophila-Puppen firben sich nach Ent- 
fernung der Puppenhaut in 0,1°/,iger Kynureninlisung innerhalb von 

4) A. Butenandt, W. Weidel u. E. Becker, Naturw. 28, 63 (19490). 

°) Zusammenfassungen mit Lit.: E. Becker, Naturw. 26, 433 (1938). — 
A. Kiihn, Nachrichten d. Akad. d. Wiss. in Gottingen, math.-phys. KI. 1941, 231. 

6) H. Kikkawa, Drosophila-information-service t4, 51 (1941); 
26, 7 (1941). 

A. Kiihn, Abb. reuB. Akad. d. Wiss., math.-natw. KI. 1942, Nr. 9. 
‘ A. Butenandt, * Weidel u. E. Becker, Naturw. 28, 447 (1940) 
®) H. Wieland u. B. Witkop, A. 548, 171 (1940) | 
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4—8 Stunden braun aus: eine deutlich erkennbare Anfirbung gelingt noch 
mit 1 ccm einer 0,0001°/,igen Kynureninlésung, d.h. mit weniger als 
ly Kynurenin pro Auge (R. Danneel)'*). Zwischen der zugefiihrten 
Kynurenin- und der gebildeten Pigmentmenge besteht direkte Proportio- 
nalitit, und beide sind von gleicher GroéBenordnung (Kiihn und Becker)!!): 
Durch Implantation von Agarstiickchen mit bekanntem Kynureningehalt 
in a-Ephestia-Puppen wurde ermittelt, da® auf Zufuhr von 1 y Kynurenin 
nach photometrischer Bestimmung etwa die doppelte Menge Augenpigment 
im Kopf des Versuchstieres erscheint’?). Aus diesen Ergebnissen ist zu 
folgern, da& Kynurenin in das Pigment eingebaut wird, also einen gen- 
abhingigen Baustoff darstellt. Da dieser Baustoff nur in Gegenwart 
des Gens vt (= a*) gebildet wird, kann man aussagen, da$ die Funk- 
tion dieses Gens in der Bereitstellung eines Fermentsystems be- 
steht, welches Tryptophan (iiber g-Oxy-tryptophan) in Kynure- 
nin tiberfiihrt). 


Fiir die weitere Analyse des Pigmentbildungsvorganges war die sichere 
Kenntnis vom chemischen Bau des Kynurenins Vorbedingung. Wir haben 
uns daher mit seiner Konstitutionsermittlung und Synthese befaBt. Die 
Darstellung des natiirlichen 1-K ynurenins erfolgte nach der Methode 
von Kotake und Iwao’) aus Harn von mit Reis ernaéhrten Kaninchen, 
denen Tryptophan subkutan injiziert worden war. Alle physikalischen 
figenschaften unserer Priparate stimmten mit den in der Literatur fiir 
Kynurenin angegebenen Daten iiberein, so daf} wir keinen Zweifel an der 
Identitaét des von uns isolierten Kynurenins mit dem von den japanischen 
Autoren bearbeiteten Stoff hegen. Wir betonen das gegeniiber einer von 
Kotake?l*) geiiuBerten Vermutung, wir hitten médglicherweise ein Ab- 
wandlungsprodukt des Kynurenins in der Hand gehabt. 


1. Die Molekularformel des Kynurenins 

Kynurenin enthilt Krystallwasser; auch bei energischer Trocknung 
verbleibt im Krystallverband 1 Mol Wasser auf 3 Mol Kynurenin. Unter 
Beriicksichtigung dieses Umstandes stimmen die analytischen Werte auf die 
Zusammensetzung C,)H,.N,0;, die durch die Darstellung und Analyse 
emiger Kynureninderivate gesichert werden konnte. Kynurenin enthilt 
somit 1 C- und 1 O-Atom weniger als bisher angenommen wurde. 

Das gut krystallisierte Kynureninsulfat hefert ohne Schwierigkeit 
analytische Werte fiir die Zusammensetzung C,)H,.N,0,-H,SO,, und sehr 
charakteristisch ist das Kynureninpikrat, in dem nach der Summen- 
formel C,,H,.N,0,, 2 Mol Kynurenin mit 1 Mol Pikrinsiiure verbunden 


10) R. Danneel, Biol. Zbl. 61, 388 (1941). 

ly) A. Kiihn u. KE. Becker, Biol. Zbl. 62, 303 (1942). 

+2) In unserer Mitteilung Naturw. 1942, 51 wurde angegeben, da} | y Kynu- 
renin die Bildung von ungefahr 0,55 y Pigment im Kopf des Versuchstieres aus 
lést; die Zahlen entsprachen vorlaufigen Ergebnissen und sind nach Kihn u. 
Becker (l.c.) im Sinne der oben angegebenen GréBen zu berichtigen. 

*3) H. 270, Anmerkung S. 69 (1941). 
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sind. Es ist in einer 1 Mol Krystallwasser enthaltenden roten und einer 
wasserfreien gelben Modifikation zu gewinnen und kann ebenso wie das 
Sulfat zur Abscheidung des Kynurenins verwendet werden. 


2. Die Konstitutionsformel des Kynurenins 


Kynurenin hat den Charakter einer «-Aminosiiure; es liefert die Nin- 
hydrinreaktion’) und laBt sich nur bei px = 6 aus seiner wiBrigen Lésung 
mit Butanol ausschiitteln. Es bindet 2 Mol Sidure; titriert man freies 
Kynurenin in alkoholischer Lésung mit Alkali und Thymolphthalein als 
Indikator™), so wird 1 Mol Lauge verbraucht; das Kynureninsulfat 
CioH oN.03°H,SO, bendtigt zur Neutralisation in alkoholischer Lésung 


3 Mol Alkali. Es folgt aus diesem Befund, da im Kynurenin — entgegen 
der bisher herrschenden Auffassung — eine Diamino-mono-carbonsiiure 


vorhegt. Das dritte Sauerstoffatom entzieht sich dem direkten chemischen 
Nachweis; da Kynurenin jedoch durch Erwiirmen in alkalischer Lésung 
in o-Amino-acetophenon (VII) iibergeht™), war es naheliegend, dem 
dritten Sauerstoffatom die Funktion einer Oxogruppe zuzuschreiben und 
fiir das Kynurenin die Konstitution einer o-Amino-phenacyl- 
aminoessigsiure (VI) anzunehmen. 


4 ~—CO-CH,+-CH- COOH ‘> ——§C=CH-CH,-CH, 
| 1} | 
iI | WC 

NH, NH 

VI Kynurenin Vill 
ie —CO-CH, Arn / % oy 

| . | ‘ 
a | | CH-NH-CO-CH, 
“VIL S/~NNH-CO. IX 
Ou OH 


a 


| ! | 
age -CH,-CH-COOH - A»>/H -CH,: Cx, 


| > | 

lL iN NH, i a 
<“\NH, X ‘S-7NNH, XI 

| a | t- 

) _ Y° CH 
Z~/u “CH, -CH ie tis 
r | NH-CO-CH, LL en 
“SNNH-CO-CH, XII XN XI 


Alle chemischen Kigenschaften sind mit diesem Formelbild in guter 
Ubereinstimmung. Es ist bekannt, daB sich die Carbonylgruppe in w-sub- 
stituierten o-Amino-acetophenonen nicht mit Ketonreagenzien nachweisen 
lift!s), und die Spaltung des Kynurenins mit Alkali zum o-Amino-dceto- 


4) Methodik: W. GraBmann u. W. Heyde, H. 188, 32 (1929). 

‘°) Y. Kotake u. M. Kivokawa, H. 195, 147 (1931). 

*8) Vgl. das Verhalten der w-Halogenderivate des o-Nitro-acetophenons; 
Arndt, Eistert vu. Partale, B. 60, 1369 (1927). 
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phenon entspricht dem Verhalten von a«-Amino-y-ketosiuren !’). Eine 
starke Stiitze der Kynureninformel (V1) lieferten die von Dr. H. Dannen- 
berg durchgefiihrten Messungen der Ultraviolettabsorption: Das Kynurenin- 
sulfat zeigt mit seinen Absorptionsmaxima bei 253 my (¢ =-6,7 x 103 cm?) 
und bei etwa 365 my (¢ = 4,1 x 10% cm!) fast das gleiche Spektrum wie 
o-Amino-acetophenon-hydrochlorid, wihrend Verbindungen mit der chromo- 
phoren Gruppe der bisher giiltigen Kynureninformel (II) ein ganz anderes 
Ultraviolettabsorptionsspektrum aufweisen, wie am Beispiel des Propylen- 
oxindols!8) (VITI) gezeigt werden kann (vgl. Figur). 
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Absorptionspektrum im Ultraviolett (gemessen von H. Dannenberg) 
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M = Molgewicht, ¢c = Konzentration in g/1, d@ = Schichtdicke in cm 


3. Abwandlungen des Kynurenins 


Wir haben einige chemische Abwandlungen des Kynurenins durch- 
gefiihrt, die die aufgestellte Konstitutionsformel (VI) sichern. Behandelt 
man freies Kynurenin in wif®rger Losung mit Keten, so werden beide 
Aminogruppen acetyliert und man erhilt das Kynurenin-diacetat, das 
im Unterschied zu fast allen Abwandlungsprodukten emen scharfen Schmelz- 
punkt zeigt und leicht verbrennbar ist. Im Augenausfirbungstest ist das 
Diacetat inaktiv. Unter der Einwirkung von Kssigsiiureanhydrid geht 
Kynurenin unter Abspaltung von 1 Mol Wasser in ein Anhydro-mono- 


17) Vgl. das Verhalten der Phenacyl-aminoessigsiure, Bougault, A. ch. (8) 
15, 508, nach Beilstein XIV, 658. 
18) Dargestellt nach L. Horner, A. 548, 142 (1941). 











Sa a 


39 Butenandt, Weidel, Weichert und v. Derjugin, Bd. 279 (1943) 


acetat iiber, dem wohl die Konstitutionsformel eines acetylierten cycli- 
schen Siureamids (IX) zukommt. 

Bei der katalytischen Hydrierung mit Raney-Nickel nimmt Kynurenin 
schnell 1 Mol Wasserstoff auf und geht in em Dihydrokynurenin 
CyoHy4NoO; (X) iiber, in dem die Carbonylgruppe zur sekundiiren Alkohol- 
gruppe hydriert ist. Dihydro-kynurenin ist im Augenausfirbungstest nicht 
mehr aktiv. Es liefert eine positive Ninhydrinreaktion; kocht man Dihydro- 
kynurenin mit Ninhydrin, so tritt ein intensiver Geruch nach Chinolin auf. 
Die Bildung von Chinolin aus Dihydro-kynurenin unter den Bedingungen 
dieser Reaktion ist leicht verstiindlich, denn der nach Ruhemann!’) unter 
der Einwirkung von Ninhydrin aus der ¢-Aminosiiure entstehende Alde- 
hyd (XI) wird unter Abspaltung von 2 Mol Wasser in Chinolin (XII) iiber- 
sehen. Bei der Umsetzung mit Essigsiiure-anhydrid erhaélt man aus Di- 
hydro-kynurenin ein Anhydro-diacetat, dem wir die Konstitution eines 
acetylierten Lactons (XIII) erteilen. 


4. Die Synthese des d,l-Kynurenins”’) 


Nachdem uns die Konstitution des Kynurenins durch die vorstehend 
beschriebenen Experimente geniigend gesichert schien, haben wir einen 
Weg zu seiner Synthese gesucht. Hs ist gelungen, die d,]-o-Amino-phenacy!- 
aminoessigsiure (VI) auf folzendem Wege darzustellen: 


igre on . A~/9 CAN, on rr, CO-CH, + Br 
Cl SO) ae 
SANO, 7k, AN a “ay oa ), 
XIV XV XVI 
w. ¢i.-008 we , -COOR 
. ra /<COOR fue ei. JOR 
Fa a * A can 
CO CO “~ ‘NO. 6 “CO 
4 ie 
Cy, C,H, 

XVII XVII 
yr *-COOH Fo a -COOH 
| | = | | | 

a a NH, e, | NH, 
ANNO; ~\NH, ; 
XIX VI 


o-Nitro-phenacyl-bromid (XVI), das nach Arndt, Eistert und 
Partale’®) aus o-Nitro-benzoylchlorid (XIV) durch Umsetzung mit 
Diazomethan und Spaltung des Diazoketons (XV) mit Bromwasserstoff 
darstellbar ist, wurde nach dem Prinzip der von Sérensen?!) angegebenen 
a-Aminosiiuresynthese in Acetonlésung mit 


Natrium-phthalimido- 


9) §. Ruhemann, Soc. 97, 1438, 2025 (1910); 99, 792, 1486 (1911). 
**) A. Butenandt, W.Weidel u. W.von Derjugin, Naturw. 30, 51 
(1942), — 7") 8. P.L.Sérensen, H. 44, 454 (1905). 
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malonester (XVII) zum o-Nitro-phenacyl-phthalimido-malon- 
ester (XVIII) kondensiert, der bei energischer saurer Verseifung unter 
Entwicklung von Kohlendioxyd in die o-Nitro-phenacyl-amino- 
essigsdiure (XIX) iibergeht. Die Nitrogruppe 148t sich nach verschiedenen 
Methoden — mit Eisen und Salzsiure, Stannochlorid und Salzsiure, Titan- 
trioxyd in Wasser, weitaus am besten jedoch katalytisch mit Palladium- 
schwarz — zur Aminogruppe reduzieren. Die so gewonnene o-Amino- 
phenacyl-aminoessigsiure (VI) wurde als Sulfat abgeschieden und 
charakterisiert. 

Alle Stufen dieser Synthese verlaufen glatt mit Ausnahme der Kon- 
densation des o-Nitro-phenacylbromids mit Natrium-phthalimido-malon- 
ester. Die Ausbeute an o-Nitro-phenacyl-phthalimido-malonester (XVIII) 
ist wechselnd, sie hat in giinstigsten Fallen 8°/) nicht tiberstiegen, und hin 
und wieder ist ohne erkennbare Ursache das gewiinschte Kondensations- 
produkt tiberhaupt nicht entstanden. Trotz groBer aufgewendeter Miihe 
ist es uns bisher nicht gelungen, die Bedingungen dieser Reaktionsstufe 
siinstiger zu gestalten. 

Vom Racematcharakter abgesehen, zeigt die synthetische o-Amino- 
phenacyl-aminoessigsiure alle Higenschaften des natiirlichen Kynurenins. 
Die Absorptionsspektren beider Stoffe sind identisch. Die svnthetische 
Saure liefert die fiir Kynurenin kennzeichnenden Farbreaktionen: Mit 
Phenylhydrazin-Bicarbonat und Schwefelsiure [Reaktion nach Kotake 
und Shichiri?*)| zeigt sie eine intensive Blaufirbung und mit Dimethyl- 
amino-benzaldehyd und Wasserstoffperoxyd (Reaktion nach Otani, Ni- 
shino und Imai?)) eine in Butanol nicht lésliche Violettfarbung. Bei der 
Titration mit Alkali in alkoholischer Lésung verhalt sich die d,1l-Amino- 
phenacyl-aminoessigsiure genau so wie Kynurenin. Zum Vergleich mit den 
entsprechenden Derivaten des 1- Kynurenins wurden das aus 2 Molekiilen 
Aminosiure und 1 Molekiil Pikrinsiure bestehende Pikrat, das Diacetat , 
das Anhydromono-acetat, sowie das Dihydro-derivat und sein 
Acetylprodukt dargestellt. Auch bei diesen charakteristischen Deri- 
vaten wurde Ubereinstimmung in allen wesentlichen Eigenschaften mit 
den Abkémmlingen des |-Kynurenins gefunden; das d,l-Pikrat ist nur in 
der gelben, wasserfreien, nicht in der roten, Krystallwasser enthaltenden 
Modifikation erhalten worden. 

Durch das Ergebnis der Synthese ist die Konstitution des 
Kynurenins als o-Amino-phenacyl-aminoessigsiure (VI) ein- 
wandfrei gesichert. Die Spaltung des synthetischen Racemats in optische 
Antipoden steht noch aus. 


5. Die physiologische Wirksamkeit des synthetischen d,l-Kynurenins 


Die Priifung des synthetischen d,l-Kynurenins auf seine physiologische 
Wirksamkeit im Augenausfirbungstest an Insekten wurde im Kaiser- 

22) H. 196, 158 (1931). 

23) S. Otani, N. Nishino u. K. Imai, H. 270, 60 (1941). 
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Wilhelm-Institut fiir Biologie vorgenommen; wir verdanken Herrn Professor 
A. Kiihn und Herrn Professor R. Danneel die Durchfiihrung der Aus- 
wertungen. Sie haben ergeben, da8 die synthetische Aminosiiure die Augen 
von v-Drosophila und a-Ephestia in demselben Sinne ausfairbt wie das 
natiirliche Kynurenin. Die zunichst im Test an iiberlebenden Augen 
von vbw-Drosophila-Puppen nach R. Danneel!)  festgestellte volle 
Wirksamkeit wurde im Futtertest an Drosophila und im Injektionstest 
an Drosophila und Ephestia bestiitigt. 
Im quantitativen Augenausfirbungstest an a- Ephestia- Puppen nach 
A. Kiihn und E. Becker?!) durch Implantation von Agarstiickchen, die 
eine bestimmte Menge der zu priifenden Substanz enthalten, wurde ein 
Vergleich der Wirksamkeiten von natiirlichem |-Kynurenin und _ syn- 
thetischem d,l-Kynurenin durchgefiihrt: 
Nach Implantation von 2,5 y Substanz ergaben sich die Augenhelligkeits- 
werte 
fiir synthetisches Kynureninsulfat M+ 3m =— 9,82 + 0,18 (n = 175) 
fiir natiirliches Kynureninsulfat M + 3m = 12,13 + 0,21(n = 90) 


Diesem Abstand der Klassenmittelwerte entspricht in einer Versuchs- 
reihe mit natiirlichem Kynureninsulfat das Mengenverhiltnis 1: 1,8. Nach 
der photometrischen Bestimmung der relativen Pigmentmengen entspricht 
diesem Abstand der Klassenmittelwerte das Pigmentmengenverhiltnis 
1:1,9. Der Versuch ergibt also unter Beriicksichtigung der Fehlergrenzen 
ein Verhiltnis der physiologischen Wirksamkeit von 1: 2. 

Aus diesem Versuch geht hervor, daf} das natiirliche l-Kynurenin doppelt 
so wirksam ist wie das Racemat; daraus ist — in Ubereinstimmung mit dem 
von EK. L. Tatum und A. J. Haagen-Smit*4) mitgeteiltem Auswertungs- 
befund an d-Kynurenin — zu schlieSen, daS lediglch I-Kynurenin als Chro- 
mogen Verwendung findet, wihrend d-Kynurenin ohne Wirksamkeit ist?). 


6. Uber die durch Bakterien aus Tryptophan bereitete v*-wirksame Substanz 


Tatum”) erhob bereits 1939 den Befund, da gewisse, von ihm nicht 
identifizierte Bakterien imstande sind, auf tryptophanhaltigen Nahrbdden 
einen Stoff zu erzeugen, der die physiologischen Kigenschaften des v+-Stoffes 
besitzt und in seinem chemischen Verhalten dem Wirkstoff aus Droso- 
phila-Extrakten entspricht. Dieser wichtige Befund, den wir unter Ver- 
wendung von Coryne- Bacterium Mediolanum2’) in unserem Institut be- 


*4) K. L. Tatum u. A. I. Haagen-Smit, J. of Biol. Chem. 140, 575 (1941). 
*5) Daraus, daB das oben wiedergegebene Verhaltnis der Mittelwerte etwas 
von dem Erwarteten abweicht, la8t sich nicht schlieBen, daB die d-Komponente 
des Racemats auch eine, wenn auch sehr geringe Wirkung hat: denn der Klassen- 
mittelwert des natiirlichen Kynurenins ist eher etwas zu niedrig, weil 30°/, der 
Versuchstiere bis ,,Schwarz** ausgefarbt sind und damit alle in Klasse 13 fallen, 
obwohl unter ihnen auch einige mit einem abstaindig héheren Pigmentmengen- 
wert enthalten sein kénnen. 
*6) E. L. Tatum, Proc. nat. Acad. Sci. USA 25, 486 (1939). 
27) L. Mamoli, B. 72, 1863 (1939). 
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stitigen konnten’), war uns ein wertvoller Fingerzeig fiir die Entdeckung 
der Kynureninwirksamkeit. Es ist bekannt, da8 viele Bakterien imstande 
sind, Tryptophan in Kynurenin iiberzufiihren. 

Noch ohne Kenntnis unserer Ergebnisse haben E. L. Tatum und 
G. W. Beadle*’) 1940 mitgeteilt, da ihnen die Isolierung des durch 
Bakterien aus Tryptophan gebildeten vt-wirksamen Stoffes in krystalli- 
sierter Form gelungen sei. Aus analytischen Daten leiteten sie fiir das 
Krystallisat die empirische Formel C,,H3,N.O,, ab. 

Kin Jahr spiter haben Tatum und Haagen-Smit*) auf der Basis 
unserer Mitteilung iiber die v+-Wirksamkeit des Kynurenins die Kon- 
stitutionsermittlung ihres Bakterienstoffes durchgefiihrt und gefunden, dai 
der wirksame Anteil des von ihnen isolierten Krystallisates aus Kynurenin 
besteht, das durch saure Hydrolyse aus der Verbindung gewonnen werden 
konnte. Unter Zugrundelegung der Kynureninformel (II) von Kotake 
erteilen sie dem Bakterienstoff nunmehr die Zusammensetzung C,,H,.N,0,,° 
2H,O und betrachten ihn als einen Halbester des Kynurenins mit Rohr- 
zucker, in dem eine der beiden Carboxylgruppen der Aminosiure noch in 
freier, titrierbarer Form vorliegt, 

Unsere neue Formel fiir Kynurenin schlieS$t die Entstehung eines Halb- 
esters mit Rohrzucker aus, da nach ihr im Kynurenin nur eine Carboxyl- 
gruppe vorhanden ist. Das natiirliche Vorkommen eines Aminosiureesters 
mit Rohrzucker ist iiberdies nicht naheliegend. Wir haben es daher von 
vornherein fiir wahrscheinlich gehalten, daB in dem von Tatum und 
Beadle isolierten Krystallisat ein bei der Aufarbeitung sich bildendes 
Kunstprodukt vorliegt in Gestalt einer Molekiilverbindung aus Kynurenin 
und dem im verwendeten Bakteriennihrboden reichlich vorhandenen Rohr- 
zucker. Die von Tatum und Haagen-Smit angegebenen analytischen Daten 
stehen mit einer solchen Auffassung in guter Ubereinstimmung, wenn man 
die von uns ermittelte Korrektur der Kynureninformel in Rechnung setzt. 

In der Tat gelingt es leicht zu zeigen, dafS das Kynurenin aus einer 
Lésung, dié Rohrzucker im Uberschu8 enthiilt, in Gestalt einer Molekiil- 
verbindung C,,H,,N,0,,-H,O auskrystallisiert, die aus 1 Molekiil Kynu- 
renin, 1 Molekiil Rohrzucker und 1 Molekiil Wasser besteht und in allen 
ihren Eigenschaften dem von Tatum und Haagen-Smit beschriebenen 
Produkt entspricht. Sie bildet zu Rosetten geformte Krystalle, zersetzt 
sich (nach Sinterung bei 140°) zwischen 145 und 153° (Lit.: Zersetzung 
oberhalb 140°), zeigt eine optische Drehung [«],: -+ 14,1° (Lit.: + 13,5) 
und 1iBt sich in alkoholischer Lésung einbasisch titrieren. Durch vor- 
sichtigen Zusatz von Schwefelsiiure laBt sich Kynureninsulfat gewinnen; 
durch saure Hydrolyse wird erwartungsgemif} der Rohrzucker, durch 
alkalische nur das Kynurenin gespalten. 


Aus diesen Ergebnissen geht hervor, daB auch die Bakterien —- ent- 
gegen der von Tatum und Haagen-Smit gehegten Auffassung —— kein 


besonderes Derivat des v*+-Stoffes, sondern freies Kynurenin bilden, das 





28) KE. L. Tatum u. G. W. Beadle, Science 91, 458 (1940). 
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sich bei der gewihlten Aufarbeitung der Bakterienextrakte zufillig als 
Molekiilverbindung mit Rohrzucker abscheidet. 


Kynurenin als Glied des Tryptophanstofiwechsels 


Die neue Formel des Kynurenins lift seine Entstehung aus Tryptophan 
und seinen Ubergang in Kynurensiiure leicht verstindlich erscheinen. Die 
bisher geltenden Vorstellungen sind im Sinne der folgenden Formulierungen 
zu aindern und zu erweitern: 





“a H,-CH-COOH “4 ™———CH, » CH -COOH 
~ | I] | 
oF q a ie DN | 
a NH, SZ iH ‘op NE: 
Tryptophan «-Oxy-tryptophan 
JO. -CH-C ; Z~ ()- A OOH 
ayy CH, os COOH /CO+ CH, -CO- COO! 
~| | NH, 
ANH, \ \NH, 
Kynurenin (,,v*-Stoff*) o-Amino-benzoy l-brenztraubensiure 
Da Y OH 
,.cnt-Stoft * 
¥ i 
Pigmente | | —COOH 
(Ommochrome) A2 
— 


Auf der Basis der neuen Kynureninformel stellt der Ubergang von 
Kynurenin in Kynurensiiure lediglich eine normale Desaminierung einer 
o-Aminosiiure zur «-Ketosiure (o-Amino-benzoyl-brenztraubensiiure) mit 
anschhieBender Wasserabspaltung dar. 

Im Insekt kénnen wir einen gleichen Abbau des Tryptophans iiber 
Kynurenin zur Kynurensiiure annehmen, falls der Organismus durch die 
Anwesenheit des Gens vt iiber das ,,vt-Enzym‘‘?%) verfiigt, das den oxy- 
dativen Angriff am Tryptophan katalysiert. Die Kynurensiiure ist ein 
Stoffwechselendprodukt und hat nicht mehr die Eigenschalten eines Chromo- 
gens’), Soll das Kynurenin zur Pigmentbildung verwendet werden, so ist 
die Anwesenheit weiterer Gene notwendig, die auf enzymatischem Wege 
andere spezifische Anderungen im Kynureninmolekiil bewirken. Den 
nachsten Schritt vollzieht das Gen ent; es stellt ein Ferment (,,en+-Fer- 
ment‘) bereit, das die oxydative Uberfiihrung des Kynurenins in einen 
ihm wahrscheinlich noch nahestehenden ent-Stoft* bewirkt?). Die 
weitere Untersuchung hat zu kliiren, welcher Art die Abwandlungen sind, 

-*) Dieses Enzym diirfte der ,,Tryptophan-pyrrolase entsprechen, die in 
der Leber einiger saugohiors nachgewiesen wurde. — Y. Kotake u. T. Masayama 


H. 248, 237 (1936). — C. Itagaki u. Y. Nakayama, H. 270, 83 (1941). 


30) Zur Kenntnis fe cnt -Stoffes* vel. R. Danneel, Biol. Zbl. 61, 388 
(1941). 
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die das Kynurenin als Chromogen in der zur Bildung der als ,,Ommochrome‘‘ 
bezeichneten Insektenpigmente*?) fiihrenden Reaktionskette erfaihrt. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft haben wir fiir die Unter- 
stiitzung unserer Arbeit zu danken. Ruth Weichert (Stockholm) dankt 
der Alexander-von-Humboldt-Stiftung fiir ein Stipendium. 


Beschreibung der Versuche 
I. Chemische Charakterisicrung des natiirlichen ]-Kynurenins 


1. Darstellung von l-Kynurenin®’). 1l-Kynurenin-sulfat 


Kaninchen, die 3—4 Wochen mit poliertem Reis ernahrt waren, erhielten 
an zwei aufeinanderfolgenden Tagen je 4g 1-Tryptophan subcutan verabfolgt. 
Der Harn wurde an diesen und den zwei folgenden ‘Tagen gesammelt und folgender- 
maBen verarbeitet: je 100 com Harn wurden mit 20 ccm 25°/,iger Schwefelsaure 
angesiuert und vom ausgefallenen Niederschlag a (Kynurensivre) durch Filtrieren 
befreit. Das Filtrat wurde im Vakuum (unter Stickstoff) auf etwa 20 ccm ein- 
geengt und mit dem S5fachen Volumen an Alkohol versetzt. Nach 24stiindigem 
Stehen bei 0° wird der ausgeschiedene Niederschlag b abfiltriert, die Mutterlauge 
wird erneut eingeengt, nochmals mit Alkohol versetzt (bis auf etwa 30 ccm), 
mit Kynure minsulfat angeimpft und einige Tage bei — 10° gehalten. Die hier an. 
fallenden Krystalle sind weitgehend reines |-Kynureninsulfat, das aus modg- 
lichst wenig heiSem Wasser unter Zusatz von etwas Alkohol umgelést wird. Der 
Niederschlag b wird mit 60°/,igem Alkohol mehrfach kalt extrahiert, durch Kin- 
engen des Extraktes werden weitere Anteile an 1-Kynureninsulfat erhalten 
Es krystallisiert in Nadeln, die sich bei 165° dunkel farben und bei 194° unter Zer- 
setzung schmelzen. [a]p: + 7,5 (in Wasser). Die Ausbeute war wechselnd, sie 
betrug bis zu 1,3 ¢. . 

Bei Anwesenheit von wenig Kynvrenin im Harn wurde es in der letzten 
Phase der Aufarbeitung mit Quecksilbersulfat gefallt; die nach Zerlegung des 

Niederschlags mit Schwefcelwasserstoff anfallende Lésung liefert nach dem [in- 
engen und Versetzen mit Alkohol reines Kynureninsulfat. 


Analyse des K yuureninsulfates: 4,757 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. 
getr.): 6,865 mg CO,, 2, 040 mg H. 20. — 3,375 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 
0,255 cem N (22,5°, 767 mm). — 11,192 mg Subst.: 8,500 mg BaSQ,. 


CoH 2N,05°H,SO, Ber. C 39,19 H 4,61 N 9,15 S 10,47 
~ Gef. ,, 39,13 «Sane ,, 8,80  ,, 10,42. 


Titration nach GraSimann und Heydel*) in 90°/,igem Alkohol mit 
Thymolphthalein: 


4.8, 7,9. 7,25 mg Subst. verbrauchen 1,093, 1,947, 1.778 cem n/20-KOH. 
Ber. fiir 1 COOH und 1 H,SO,: 1,060, 1,812 bzw. 1,710 cem (= 3 Mol). 


Zur Darstellung des freien Kynurenins wurde das Sulfat unter Erwirmen 

i Wasser gelOst und die Schwefelsaure mit Barytwasser quantitativ gefallt. Die 
vom Bariumsulfat befreite Lésung wurde im Vakuum (unter Stickstoff) konz.; 
das ausfallende Kynurenin krystallisiert in Blittchen, die sich i einem Lutervall 
von 180—190° langsam zersetzen; sie enthalten Krystallwasser, das auch bei 
lang anhaltendem Trocknen schwer entfernt werden kann. [«]p: — 29° (in Wasser). 





31) Zur Kenntnis der Pigmente vgl. E. Becker, Z. f. indukt. Abst.- u. Ver- 
erbungslehre 80, 157 (1942). 
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Anaiyse des Kynurenins: 3,675, 4,490 mg Subst. (getr. bei 80° i. Hochv.): 
7,550, 9,255 mg CO,; 2,030, 2,410 mg H,O, Spur bzw. 0,014 mg Rest. — 2,735, 
3,147 mg Subst.: 0,305 com N (21°, 757 mm) bzw. 0,357 ccm N (23,5°, 768 mm). 


CoH,N.O,°1/3H,O Ber. C 56,1 H 6,1 N 13,1 
Gef. ., 56,0, 56,4 ,. 6,2, 6,0 ,, 12,9, 13,2 


Titration nach GraBmann und Heyde'l?) in 90°/,igem Alkohol mit 
Thymolphthalein: 5,6, 9,2 mg Subst. verbrauchen 0,705, 1,104 ccm n/20-KOH. 
Ber. fiir 1 COOH: 0.702 bzw. 1,039 ccm. 

Kynurenin liefert beim Kochen mit Barytwasser einen deutlichen Geruch 
nach o-Amino-acetophenon. 


2. 1-Kynurenin-pikrat 


41,2mg l|-Kynurenin werden zusammen mit 44mg Pikrinsdure in 
15 ccm heiBem Wasser gelést und die Lésung im Vakuum unter Stickstoff auf ein 
kleines Volumen ecingeengt. Wahrend des Erkaltens fallt ein rotes Ol aus, das 
sehr bald erstarrt. Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus wenig Wasser erhalt 
man die Verbindung in schénen roten Nadein vom Schmelzp. 181° (Zers.), aus 
der Analyse geht hervor, da sie aus 2 Mol Kynurenin und 1 Mol Pikrinsdure 
besteht und 1 Mol Krystallwasser enthalt: 


3,057 mg Subst.: 5,290 mg CO,, 1,200 mg H,O. — 1.840 mg Subst.: 
0,241 com N (21,5°, 748 mm). 


2C,oH,.0,No°CsH,0,N,-H,O Ber. C 47,06 H 4,37 N 14,78 
Gef. ,, 47,22 ,, 4,39 ,, 14,95. 


Das Pikrat entsteht in guter Ausbeute und zeigt schéne Krystallisations- 
fahigkeit. Wie durch Wagung ermittelt wurde, wird das Krystallwasser bei 110° 
und 0,001 mm Hg allmahlich abgegeben; das auf diese Weise bereitete wasser- 
freie Produkt behalt seine rote Farbe bei und nimmt an der Luft das Wasser 
allmahlich wieder auf. 


4.594 mg Subst.: 8,060 mg CO,, 1,810 mg H,0O. 


2C19H)2.03N.°CgH,0,N, Ber. C 48,37 H 4,22 
Gef. ,, 47,90 »» 4,40. 


Durch Erhitzen auf 143° nimmt das Pikrat gelbe Farbe an, auch aus 
Alkohol krystallisiert es in gelben Nadeln, die wasserfrei sind, vielleicht aber 
Krystallalkohol enthalten. Schmeilzp. 188° (unter Zers.). 


2,462 mg Subst.: 4.395 mg CO,, 0,990 mg H,O. 


20 oH,,0,N.°C,H,O.N, Ber. C 48,37. H 4 
2C,,H,,0,Ne"C,H,O.N,-C,H,OH  ,,. -,, 48.62, 4. 
Gef. ,, 48,71 4 


l-Kynureninpikrat zeigt in 0,5°/jiger waBriger Lésung eine Drehung von 
[a]p = — 19,6°. 


do. Molekilverbindung aus l-Kynurenin und Rohrzucker 


Eine heiBe Lésung von 20 mg I-Kynurenin und 80mg Rohrzucker in 
0,5ccem Wasser wird mit 20 mg absolutem Alkohol versetzt und 48 Stunden bei 
-10° aufbewahrt. Es krystallisieren 28 mg an feinen, teils zu Rosetten ver- 
einigten Nadeln. Durch 2maliges Uml6ésen aus 0,5 cem ae Wasser unter 
Zusatz von 5ccm absolutem Alkohol (Stehenlassen bei — 10°) werden 15 mg an 
reiner Substanz erhalten, die bei 140° anfiaingt zu on. ‘om sich zwischen 145 
und 153° unter Farbung zersetzt. Die V erbindung besteht aus 1 Mol Kynurenin, 
1 Mol Rohrzucker und 1 Mol Wasser 
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3,946 mg Subst. (getr. i. Vak. bei 78°) liefern 6,735 mg CO,, 2,200 mg H,O 
— 2,330 mg Subst. liefern 0,098 ccm N (22,5°, 769 mm). 
C,H, 2N,O3°C,.H,.0,,° HO Ber. C 46,47 H 6,38 N 4,93 
. Gef. ,, 46,57 ,, 6,24 «4, 4,92. 


Die optische Drehung einer 0,7°/,igen waBrigen Lésung wurde ermittelt 
zu [a]p2!: +14,1 und + 14,8°. Da die Lésung gefairbt und die Ablenkung gering 
ist, kann dieser Wert als iibereinstimmend mit dem von Tatum und Haagen- 
Smit24) angegebenen von [«]p: + 13,5° angesehen werden. 

Titration nach GraBmann und Heyde'*) in 90°/,igem Alkohol mit 
Thymolphthalein: 6,4 bzw. 10,1 mg Subst. verbrauchen 0,31 bzw. 0,48 com n/25- 
Kalilauge. Ber. fiir 1 COOH: 0,28 bzw. 0,44. 


4. Acetylierung von |-Kynurenin 


a) Mit Essigsaure-Anhydrid in Pyridin. 100mg l|-Kynurenin 
werden in wasserfreiem Pyridin suspendiert und mit 2 ccm Essigsdure-Anhydrid 
versetzt. Das Kynurenin geht bei haufigem Umschiitteln wahrend 1 Stunde all- 
mihlich unter braunroter Farbung in Lésung. Es wird sofort im Vakuum bei 40° 
eingedampft, restliche Anteile an Essigsiure-Anhydrid werden durch wiederholtes 
vorsichtiges Abdampfen mit Alkohol entfernt. Das Anhydro-l-Kynurenin- 
monoacetat krystallisiert aus Alkohol nach Entfairben mit Tierkohle in farblosen 


Nadeln, die sich ab 215° verfarben und um 237° (unter Zers.) schmelzen. Ausbeute 
40 mg. Ninhydrinreaktion negativ. 
4,974 mg Subst.: 11,335 mg CO,, 2,350 mg H,O. — 3,241 mg Subst.: 
0,338 com N (20°, 746 mm). 
C,,.H,,.N,0, ser. C 62,07 H 5,2 N 12,07 


Gef. ,, 62,18 » 9,29 4 52 


b) Mit Keten. In eine Lésung von 60 mg |-Kynurenin in 20 cem Wasser 
wird bis zur fast vélligen Entfairbung Keten eingeleitet (Dauer etwa 2 Stunden). 
Nach dem Abdampfen des Wassers im Vakuum unter Stickstoff hinterbleibt ein 
braungefarbtes Ol, aus dem sich durch Lésen in Wasser und vorsichtiges Ver- 
dampfen im Vakuumexsiccator krystallines 1-Kynurenin-diacetat gewinnen 
lat, das nach 2maligem Umldésen aus wenig Wasser in feinen weiBen Nadeln 
krystallisiert, die nach dem Trocknen bei 78° einen scharfen Schmelzpunkt von 198° 
zeigen. Ausbeute 7 mg. 


1,994 mg Subst.:0,165 com N (24°, 762 mm). 
Ci.H,,.0;N- Ber. N 9,59 Gef. N 9,53. 


Das Diacetat liefert nicht mehr die Farbreaktion nach Otani**) mit Dimethyl- 
aminobenzaldehvd und H,O,. 


5. Dihydro-l-kynurenin 


200 mg |-Kynurenin werden in waBriger Lésung mit Raney-Nickel und 
Wasserstoff ge eschiittelt; es wird innerhalb von 15 Minuten 1 Mol Wasserstoff auf- 
genommen. Die unter Stickstoff im Vakuum stark eingeengte Lésung liefert 
120 mg Dihydro-l-kynurenin in farblosen Nadelin, die aus sehr wenig Wasser 
umge 6st werden und einen Schme ‘Izpunkt bei 239° (unter Zers.) zeigen. 


4,462 mg Subst. (getr. im Hochvakuum bei 80°): 9,355 mg CO,, 


2,660 mg 
H,O. — 1,7: Al mg Subst.: 0,200 com N (24°, 766 mm). 
C,)H,,.N.0, Ber. C 57,14 H 6,71 N 13,33 
Gef. ,, 57,18 ,, 6,67 ae: BS 


Dihydro-kynurenin liefert eine stark positive Ninhydrin-Reaktion, kocht man 
die Lésung mit Ninhydrin, so tritt ein intensiver Geruch nach Chinolin auf, 
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6. Acetylierung von Dihydro-l-kynurenin 


45 mg Dihydro-kynurenin werden mit 2ccm Pyridin und 360 mg : 
Essigsiure-Anhydrid 12 Stunden stehen gelassen. Nach dem Kindampfen ! 
der Lésung und Abdampfen mit Alkohol werden 25 mg eines Anhydro-dihydro- 


kynurenin-diacetates erhalten, die aus Alkohol in feinen weiBen Nadeln 
krystallisieren. Sinterung 215°, Schmelzp. (ohne Zers.) 226°. 
4,507 mg Subst.: 10,065 mg CO,, 2,370 mg H,O. — 1,130 mg Subst.: | 
0,270 com N (20°, 746 mm). ; 
C,,4H,,0,N. Ber. C 60,84 H 5,84 N 10,14 
Gef. ,, 60,90  ,, 5,88 » 9,90. 


Ii. Synthese des d,i-Kynurenins 


1. Kondensation von o-Nitro-«-brom-acetophenon 
mit Natrium-phthalimido-maionester *”) 


Phthalimido-malonester%) wird nach Sé6rensen*!) in sein Natrium- 
salz ibergefiihrt: 471 mg Natrium werden in 30 ccm absolutem Alkohol gelést: 
es ist darauf zu achten, daB das Natrium genau abgewogen wird und moeglichst 
wenig mit Luft in Beriihrung kommt. In die Alkoholatlésung werden 6 g Phthal- 
imido-malonester eingetragen, die sich bei gelindem Krwarmen mit gelber Farbe 
lésen. Man destilliert den Alkohol vollstandig im Vakuum ab, versetzt den ver- 
bleibenden gelben Riickstand 2mal mit je 25 ccm Aceton und dampft wieder zur 
Trockne; ; der zuriickbleibende Natriumphthalimido-malonester wird anschlieBend 
11/, Stunden bei 145° im Vakuum getrocknet und mit 400 ccm iiber Kalium- 
carbonat getrocknetem Aceton in eine hellgelbe Lésung iibergefiihrt. 

Diese Lésung wird mit 5 g o-Nitro-w-Brom- acetoph enon4) in 30 cem 
trockenem Aceton versetzt, 15 Stunden unter Riickflu& gekocht und 5 Stunden 
bei 0° aufbewahrt. Man dekantiert vom ausgeschiedenen Natriumbromid ab, 
destilliert das Lésungsmittel fast vollstandig fort und labt das hinter bleibende 
Ol bei — 10° stehen. Die krystalline Abscheidung wird auf der Nutsche bis zum 
Verschwinden der roten Firbung mit etwas Alkohol gewaschen und in Benzol 
gelést. Es bleibt ein unlésliches Krystallisat (a) vom Schmelzp. 201° zuriick; 
aus der Benzollésung scheiden sich farblose, wirfelf6rmige Krystalle von (o- Nitro- 
phenacyl)-phthalimido-malonester vom Schmelzp. 155—156° ab; weitere 
Anteile kénnen durch Konzentrieren der Benzoll6sung gewonnen werden. Die 
Ausbeute wechselt, sie betrigt bis zu 0,8 g. 





4,967 mg Subst.: 10,745 mg CO,, 1,890 mg H,O. — 4,156 mg Subst.: 
0,215 com N (22,5°, 769 mm). 
Co3H op N20, Ber. C 58,97 H 4,30 N 5,98 


Gef. ,, 59.04 ,, 4,26 ., 6,04. 


Der mit dem gewiinschten Kondensationsprodukt anfallende, in Benzol 
schwer lésliche Stoff (a) vom Schmelzp. 201° krystallisiert aus Aceton in durch- 
sichtigen, braungelben Quadern. Er ist nicht naiher untersucht worden; nach der 
analytischen Zusammensetzung kann es sich um das a,«’-Di-(o-nitro-Phenyl)- 
Furan handeln. : 





32) Bei der Ausarbeitung der Bedingungen verdanken wir Herrn Dr. Hans 
A. Otte wertvolle Hilfe. 

33) Organische Synthesen, 8S. 265. 

34) Arndt, Eistert u. Partale, B. 60, 1364 (1927). — Die Umsetzung 
des o-Nitro-w-diazo- acetophenons mit Bromwasserstoff zur Darstellung des o- Nitto- 
«#-Brom-acetophenons wurde von uns nicht in HKisessig, sondern in Ather vor 
genommen, dadurch erhdht sich die Ausbeute dieser Reaktionsstufe auf 93°/, d. Th. 


ad 
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4,750 mg Subst.: 10,790 mg CO,, 1,380 mg H,O. — 3,013 mg Subst.: 
),232 com N (23°, 768 mm). 
Cg.HioN2O; Ber. C 61,93 H 3,17 N 9,03 


Gef.  ., 61,97 5» 3,25 3» S87. 


Aus der urspriinglichen Aceton-Mutterlauge der Kondensation, die im wesent- 
lichen ein rot gefirbtes Ol enthalt, kann durch Verreiben mit Alkohol ein weiterer 
Stoff gewonnen werden, der aus Aceton oder Benzol in langen weifen Nadeln 
vom Schmelzp. 168° krystallisiert. Nach der Analyse kann es sich um das Di- 
(o-nitro-benzoyl)-athan bzw. -athylen handeln. 


4,726, 4,422 mg Subst.: 10,225, 9,495 mg CO,, 1,450, 1,250 mg H,O. — 
3,158 mg se, 0,235 ceom N (23°, 745 mm). 


C,,H,.N.0, Ber. © 58,54 H 3,69 N 8,54 
CigHoNoO, Ber. C 58.90 H 3,07 N 8,59 
Gef. ., 59,05, 58.58  ,, 3,43 3,16 « 3M. 


Bei der Umsetzung mit Hydrazin-hydrat in Eisessig liefert er ein gut krystalli- 
siertes gelbes Pyridazin-derivat vom Schmelzp. 217—218°. 


2. Verseifung des (o-Nitro-phenacyl)-phthalimido-malonesters 


2,4 ¢ des Esters werden mit 40 ccm konz. Salzsaiure und 40 ccm Eisessig 
3 Stdn. auf dem Wasserbad erhitzt, nach erneutem Zusatz von 20 cem konz. Salz- 
saure und 15 ccm Eisessig wird das Erhitzen weitere 2 Stunden fortgesetzt. Die 
Substanz geht allmihlich unter Entwicklung von Kohlendioxyd in Lésung. Die 
braungefirbte Lésung wird im Vakuum zur Trockne gebracht und mit troc knem 
Aceton aufgenommen; es hinterbleibt farbloses o-Nitro- phenacyl-amino- 
essigsaure-hydrochlorid, das mit Aceton aus der Hiilse umgelést werden kann 
und in feinen weiSen Nadein vom Schmelzp. 186—187° (unter Zers., nach bei 179° 
beginnender Sinterung) gewonnen wird. Ausbeute 1,2 g (86°/, d. Th.), aus der 
Acetonlésung kénnen weitere 100 mg gewonnen werden. 


1,766 mg Subst.: 7,635 mg CO,, 1,780 mg H,O. — 2,932 mg Subst.: 
0,260 com N (25.5°, 763 mm) 
1,,0;N.CI Ber C 43,72 H 4,08 N 10,09 
Gef. ,, 43,7] 4,18  ,, 10,19. 


3. Reduktion der o-Nitro-phenacyl-aminoessigsaure zum d,l-Kynurenin 


a) Mit Kisen und Salzsaure: 0,2 g o-Nitro-phenacyl-aminoessig- 
saure-hydrochlorid werden in Wasser ge slést und mit dem 1'/,fachen der be- 
rechneten Menge an Eisen und Salzsiure unter Erwiirmen auf dem Wasserbad 
reduziert. Die salzsaure Losung wird mit Barytwasser schwach alkalisch gemacht, 
vom ausgefallenen Eise nhydroxyd durch Zentrifugieren befreit, mit verdiinnter 
Schwefelsiure angesiuert und im Vakuum unter Stickstoff auf ein kleines Volumen 
otngeany rr Nach Zusatz von Alkohol krystallisieren nach langerem Stehen bei 

10° feine weibe Nadeln von o-Amino-phenacyl-aminoessigsaure-sulfat 

ia,1-Ky nurenin-sulfat) aus, die sich bei 166° dunkel farben und bei 194° unter 

Zersetzung schmelzen. Eine Mischung mit I-ynurenin-sulfat zeigt ein gleiches 
Verhalten. Ausbeute 175 mg (75°/, d. 'Th.). 


4,624 mg Subst. (bei 60—80° im Hochvakuum — 6, 610 mg CO,, 
2,000 mg H. ry 0,005 mg Rest. — 2,969 mg Subst.: 0,235 com N (25°, 770 mm). 
7,431 mg Subst. : 5.545 mg BaSQ,. 


C,»H,.N,O,:H.SO, Ber. C3919 H4,61 NQ915  S 10,47 
ref 5 39,03 », 4,89 33 9,19 


a ae eae = 
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Titration nach GraBmann und Heyde') in 90°/,igem Alkohol und 
Thymolphthalein: 7,25 mg Subst. verbrauchen “er ecm n/20-KOH. 
Ber. fiir 1 COOH + “H,SO,: 1,711 com (= 3 Mol). 


b) Katalytisch mit Palladiumschwarz. 0,183 g o-Nitro-phenacyl- 
aminoessigsaure-hydrochlorid werden in waBriger Lésung mit Palladium- 
schwarz und Wasserstoff geschiittelt. Es werden 48 ccm Wasserstoff auf- 
genommen (Theorie fiir 1 Mol: 48,1 ccm bei 20°). 

Die Lésung wird filtriert, das Palladiumschwarz gut mit destilliertem Wasser 
ausgewaschen. Das griinlich gefarbte Filtrat wird mit 0,5 ccm konz. Schwefel- 
siure versetzt, im Vakuum unter Stickstoff auf ein kleines Volumen ceingeengt, 
mit Alkohol versetzt und bei —10° aufbewahrt: 0,177 g (87°/, d. Th.) d,l-Kynu- 
renin-sulfat. 

o-Amino-phenacyl-aminoessigsdure-sulfat zeigt dasselbe Absorptionsspektrum 
wie |-Kynurenin- -sulfat (vgl. Figur); es liefert die fiir Kynurenin angegebenen Farb- 
reaktionen22 23) mit Phenylhy drazin- Bicarbonat und Schwefelsiure bzw. mit 
Dimethyl-amino-benzalde hyd und Wasserstoffsuperoxyd. Beim Erhitzen mit 
Barytlauge geht es in o-Amino-acetophenon iiber (Jasmingeruch). 


(if. Chemische Charakterisierung des synthetischen d,l-Kynurenins 


Aus dem d,1l-Kynurenin-sulfat laBt sich freies d,l- Kynurenin nach gleicher 
Methodik herstellen, wie fiir natiirliches Kynurenin beschrieben wurde. Das 
synthetische Racemat zeigt vollig entsprechende Eigenschaften jedoch ist es in 
Wasser erheblich schwerer léslich als die 1-Form. 

Zum Vergleich mit dem natiirlichen Kynurenin wurden folgende Derivate 
bereitet: 


1. d,l-Kynurenin-pikrat 


50 mg d,i-Kynurenin werden in Wasser gelést und mit einer waBrigen 
Losung von 55mg Pikrins&ure versetzt. Die Lésung wird im Vakuum unter 
Stickstoff auf ein kleines Volumen eingeengt; es krystallisieren gelbe, rosetten- 
formig angeordnete Nadein, die sich aus heiBem Wasser umlésen lassen. Aus- 
beute 50 mg. Schmelzp. 188,5—189,5° (unter Zers.). 


5,126 mg Subst. (getr. i. Hochv. bei 70°): 9,110 mg CO,, 1,930 mg H,O. — 

3,130 mg Subst.: 0,408 com N (22,5°, 763 mm). 
2C.9H,.0,N,.°C,H,0,N, Ber. C 48,39 H 4,22 N 15,19 
Gef. ., 48,48  ,, 4,2] 15,1 


2. Acetylierung von d,l-kynurenin 


a) Mit Mesigedure- anhydrid in Pyridin. 24mg d,l-Kynurenin 
wurden mit etwa 5 com Pyridin und 1,5 cem Wasser auf dem Wasserbad erwarmt. 
Kin Teil des Kynurenins léste sich erst bei Zusatz von 2 com Kssigsaureanhydrid, 


wobei sich die Loésung etwas dunkler farbte: es wurde im Vakuum unter Stickstoff 


eingedampft, me +hrmals mit Alkohol versetzt und wieder eingedampft. Nach mehr- 
tagigem Stehen im Vakuumexsiccator schieden sich aus dem anfallenden dunklen 
Ol Krystalle ab, die vw Alkoho! umgelést wurden. Schmelzpunkt: Entsprechend 
dem Verhalten des 1-Anhydro- kynurenin- mono-acetats fangt die Substanz bei 
210° an sich zu verfarben und schmilzt bei 244° unter Zersetzung. 
Im Test am iiberlebenden v bw-Drosophila-Puppenauge zeigte es kein 
~.Wirksamkeit. 


b) Mit Keten: d,l-Kynurenin-diacetat. 50mg d,l-Kynurenin 
werden in etwa 35 ccm Wasser geliést und Keten in die Lésung eingeleitet. Nach 


30—40 Minuten ist die griine Kynureninlésung entfairbt, und die Keteneinleitung 
wird unterbrochen. Die Lésung wird im Vakuum unter Stickstoff auf ein sehr 
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kleines Volumen eingeengt und zur Krystallisation gesteilt. Farblose Krystalle, 
die aus Wasser—Aceton umkrystallisiert werden. Schmelzp. 197 »5—198,5° ohne 
Zersetzung. 


4,189 mg Subst.: 8,825 mg CO,, 2,060 mg H,O. — 3,242 mg Subst.: 
0,269 com N (22°, 749 mm). 
C14H,,0;Ne Ber. C 57,51 H 5,52 N 9,59 


Gef. 9 57,48 i] » 5,50 39 9,46. 


Die Verbindung zeigt im Test an iiberiebenden Augen von Drosophila-Puppen 
keine ot- und cn+-Wirksamkeit. 


3. Dihydro-d, l-kynurenin 


100 mg d,l-Kynurenin werden mit Raney-Nickel und Wasserstoff in 
wiBriger Lésung geschiittelt. Ms werden innerhalb von 20 Minuten 11,4 ccm 
Wasserstoff aufgenommen (Theorie fiir 1 Mol: 11,6 ccm bei 20°). 

Die Lésung wird filtriert und das Raney-Nickel gut mit destilliertem Wasser 
gewaschen. Das wasserklare Filtrat wird im Vakuum unter Stickstoff auf ein 
kleines Volumen eingeengt; es fallen weiBe Krystalle, die aus Wasser—Alkohol 
umgelést werden. Schmelzp. 239,5—240,5° (unter Zers.). 


3,400 mg Subst. (getr. i. Hochv. bei 80°): 7,115 mg CO,, 2,140 mg H,0. 
3,072 mg Subst.: 0,354 cem N (26°, 749 mm). 


CoH,,N.0, Ber. C 57,14 H6,71 WN 13,33 
Cf. . me . tm... 168. 


Das Dihydro-kynurenin zeigt im Test an itiberlebenden Augen von Droso- 
phila-Puppen keine vt- und cn* -Wirksamkeit. 


4. Acetylierung von Dihydro-d,l-kynurenin 


45mg Dihydro-d,l-kynurenin werden in 2ccm wasserfreiem Pyridin 
und 360 mg Essigsiureanhydrid 60 Stunden stehen gelassen. Der entstehende 
weiBe Niederschlag wird abfiltriert (21 mg), in heiBem Alkohol gelést und vor- 
sichtig im Vakuumexsiccator eingeengt. Ks krystallisieren farblose, zu Rosetten 
geordnete Nadeln. 

Das Pyridin—Kssigsiureanhydrid-Filtrat wird im Vakuum unter Stickstoff 
zur ‘Trockne gedampft, mehrmals mit Alkohol versetzt und wieder eingedampft. 
Der Trockenriickstand wird in heiBem Alkohol aufgenommen; es krystallisieren 
noch 3—4 mg derselben Verbindung. Sinterung bei 216°, Schmelzp. 227° ohne 
Zersetzung. 


5,062 mg Subst.: 11,270 mg CO,, 2,660 mg H,O. — 3,086 mg Subst.: 
0,266 com N (25°, 770 mim). 
C,,H,,0,N> Ber. C 60,84 H 5,84 N 10,14 
Gef. ,, 60,74 ,, 5,88 ‘ee. 


Die Verbindung hat keine vt+-Stoff-Eigenschaften im Test an iiberlebenden 
Augen von v bw-Drosophila-Puppen. 
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Urothion: ein Pteridinderivat mit endstandiger Glykolgruppe 
Von 
W. Koschara 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tubingen 
und den wissenschaftlichen Laboratorien der I. G. Farbenindustrie, Werk Elberfeld) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Marz 1943) 


Farbreaktion mit starker Schwefelsaure 


Urothion?) lést sich in kalter konzentrierter oder 85°/jiger Schwefel- 
siure mit nur braungelber Farbe. Erst beim Erwairmen auf 90—100° tritt 
die prachtvolle, tief kirschrote Farbe auf, die be: miiB®igem Verdiinnen mit 
Wasser verschwindet, um bei erneutem Zusatz konzentrierter Siure wieder- 
zukehren. Die Probe wird meistens als Schichtprobe ausgefiihrt. Man 
unterschichtet die verdiinnt-schwefelsaure Lésung mit der konz. Saiure; in 
der Mischungswirme entsteht nach wenigen Sekunden ein kirschroter Farb- 
ring. Die Reaktion wird durch Salzsiiure und Essigsiure gestort, von 
Alkohol nicht beeintriichtigt. Bei Gegenwart von Spuren Amylalkohol tritt 
an die Stelle der roten Farbe eine griinblaue. 

Die Farbreaktion JaBt sich zur Urothionbestimmung verwenden. Man 
mi®t die Extinktion im Stufenphotometer: 2,00 mg werden kalt in 5 ccm 
einer Mischung aus 60 ccm konz. Schwefelsiure und 20 com Wasser geldst 
und mit 1 ccm Wasser versetzt. Die Losung bleibt 10 Minuten im kochen- 
den Wasserbad. Man verdiinnt mit 5 ccm Schwefelsituremischung und 
mift. Filter S 53, Schichtdicke 0,102 em. Ablesung 51. Daraus berechnet: 
Hixtinktion k = 2,86. 

Fir 0,005 °/,ige Losungen k, 9; = 1,5. Das Beersche Gesetz gilt. 
Die rote Farbe ist bestiindig bei gewQhnlicher Temperatur, sie bleicht 
langsam ab bei 100°. Die colorimetrische Bestimmung des Urothions ist 
unhandlicher als die fluorometrische (vgl. unten). 

Auf der Suche nach bekannten Substanzen mit ihnlicher Farbreaktion 
stieBen wir auf eine Arbeit von Baumann und PreuSe?), in der sie eine 
spaiter in der Literatur als Thiophenol-Reaktion bezeichnete Farberschei- 
nung beschreiben. Bromphenylmercaptursiure, Bromphenylmercaptan 
und sein Disuifid, Phenylmercaptan und das Disulfid liefern beim Krwiirmen 
mit konz. Schwefelsiure starke bestindige Farben, die beim Verdiinnen 
auf etwa 80°/,ige Sa&ure erhalten bleiben und bei stirkerem Wasserzusatz 
reversibel verschwinden. Athylmercaptan, Diphenylthioharnstoff, Phenyl- 
senfol zeigen die Reaktion nicht. An Originalpriparaten von K. Baumann, 
die Herr Prof. Knoop dankenswerterweise zur Verfiigung stellte, haben 


wir die Reaktion nachpriifen kénnen. Einige andere Priparate wurden 


1) H. 277, 284 (1943). — *) H. 5, 309 (1881). 
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in die Priifung einbezogen. Die Befunde, die in Tab. I dargestellt sind, 
werden durch Angaben von K. Friedmann?) erginzt. 


Tabelle l 


Farbreaktion mit konzentrierter Schwefelsaure 























Not- 
Substanz Bemerkungen . — Farbe 
warmung 
1. p-Chlorphenyl-. 
mercaptursdure Prap. v. Baumann iiber 100°] indigoblau 
2. p-Brompheny!lmer- 
captan. ... . .|Prap. v. Baumann iiber 100°] indigoblau 
3. p-Bromphenylmer- 
captan-Disulfid s. Baumann, PreuBe a. 
a. O. iiber 100°] indigoblau 
4. p-Bromphenylmer- 
captursaure s. Baumann, PreuBe a. 
a. O. iiber 100°] indigoblau 
5. Phenylmercaptan .} Prap. v. Schuchard, 
Gorlitz unter 100°] kirschrot 
6. p-Bromphenyl-/- 
thiomilchsaure s. Friedmann a. a. O. 9 kirschrot 
7. p-Bromphenyl-z- 
thiomilchsaure s. Friedmann a.a. O. uncharakt. braun 
8. Phenylmercaptur- 
saure. . . . .fPrap. v. Baumann negativ ! 
9. p-Bromphenylsul- 
fonamidopropion- 
siure. Prap. v. Baumann nur schwach 
blaugriin 
iO. p-Nitro-thiophenol | Prap. nach Gattermann’)|unter 100°] rot 
11. p-Nitro-thioanisol .]Prap. nach Gattermann’) schon kalt kirsch 
rot 
12. p-Amino-thioanisol | Prap. nach Gattermann?) nur schwachgriin, 
bei starkerem 
{rhitzen braune 
Zersetzungs- 
farbe 
13. Benzolsulfinsaure .} Prap. d. 1.G. Farben ber 100°] blaugriin 
14. Thiosalicylsaure . .| Prap. d. I.G. Farben liber 100°] rot 
15. 4-Athylthio-2-chlor- 
benzoesdure Prap. d. I.G. Farben negativ 


Ohne Farbreaktion sind auch Aneurin, Methionin, Sulfonal, Dehydro- 


thiotoluidin, Methylthioharnstoff. 

Dem Chemismus der Thiophenolreaktion sind Fries und Volk®) sowie 
Fries und Kngelbertz®) nachgegangen. Vom Thiophenol ausgehend 
tinden sie eine Oxydationsfolge, die iiber das Disulfid und Thianthren zum 
Hofmeisters Beitr. 24, 499 (1904). — 


A. 393, 230 (1912). — 
70 (1909). — *) A. 407, 194 (1915) 


5) B. 42 
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starkfarbigen Thioniumsalz fithrt. Auch beim Urothion muf man die rote 
Farbe einem Oxydationsvorgang zuschreiben, der erst die Halochromie 
zeigende Substanz liefert. Darauf weist die Tatsache hin, daf§ die Farb- 
reaktion auch von Perchlorséure (65°/,ige) prachtvoll hervorgerufen wird, 
nicht dagegen von Trichloressigsiure und Phosphorsiure. 

Ks gilt die Regel: Die Thiophenolreaktion ist bei den Substanzen posi- 
tiv, die eine aromatische SH-Gruppe enthalten oder mit starker Siure 
bilden kénnen. 


Oxydative Fluorescenzreaktion (.,Pm‘‘-Reaktion) 


Urothion fluoresciert in 1n-Schwefelsiure nicht*). Seine neutralen 
und sodaalkalischen Lésungen zeigen himmelblaue Fluorescenz, ebenso, 
wenn auch geschwicht, die essigsauren. Im Vergleich zum Xanthopterin 
und Lactoflavin sind die Leuchterschemungen sehr schwach. Mift man 
im Stufenphotometer [Anordnung vgl. Koschara und Hrubesch’)] gleiche 
Konzentrationen, nimlich 1 y pro ccm, in verschiedenen. Medien, so erhiilt 
man die Zahlen der Tab. IT, die die Leuchtintensitat angeben. 


Tabelle II 


























In 
| - | —— 
I n-NaOH | rat | pa 7,6 |7 2°58" |] n-H,S0, 
I 2 RE A EE PEN I Sonaesenaipanaeenel = rereaerea Ae PETS 
1. Lactofiavin. ... ... 1 2 36 | Ww | 7 
2. Xanthopterin. : ... ] | 9 | ] ] 
So. Unotmiom. . 2... « 1 i | l ] 
4. Urothion nach Perman- | | | 
ganatbehandlung . . . 2 | 7 8 | i | 7 





Man sieht, daB nach der Oxydation aus Urothion eine Substanz hervor- 
geht, die fast so stark fluoresciert wie die beiden ersten Naturfarbstoffe. 
Dazu aber zeigt das oxydierte Urothion eine Fluorescenz in verdiinnter 
Schwefelsiiure mit moosgriinem Farbton, ein sehr charakteristisches Bild; 
denn Fluorescenz in mineralsaurer Lésung ist, zuma] bei Harnaufarbei- 
tungen, selten, eme moosgriine Fluorescenz noch spezifischer. Und nun 
gar erscheint das fiir Urothion kennzeichnende Leuchten erst nach Per- 
manganateinwirkung, also nach einer fiir die meisten Substanzen bleichenden 
Reaktion. Die Chininsulfatfluorescenz, die, wie wir feststellen, permanganat- 
stabil ist, kann bei ihrem reinen Blau mit der Pm-Reaktion nicht ver- 
wechselt werden. 

Mit der Pm-Reaktion la8t sich Urothion bequem bestimmen. Man mibt 
die Fluorescenz in In-Schwefelsiure nach Permanganateinwirkung. Zu- 
nichst bestimmt man den Uranglas-Standardwert: 1 mg Urothion lésen 
in 100 ccm 1n-Schwefelsiure. Davon 1 ccm bei Zimmertemperatur mit 

*) Alle Fluorescenzangaben gelten fiir Beobachtung im Ultraviolett der 


Quecksilberlampe. — 7) H. 258, 39 (1939). 
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8 ccm n-Schwefelsiure und 1 ccm 0,1 n-Permanganat versetzen, 2 Minuten 
stehen lassen, mit 1 Tropfen Perhydrol, dessen Volumen vernachlissigt 
wird, entfirben und messen. Bei der eigentlichen Bestimmung sind die 
iiblichen Richtlinien der Fluorometrie zu beachten. Unreine Lésungen 
werden mit gesittigter Permanganatlésung behandelt. 


Acetylierung von Urothion 


Wenn man Urothion mit Pyridin und Kssigsiiureanhydrid 3 Tage lang 
bei Zimmertemperatur stehen laBt oder 45 Minuten im Wasserbad erhitzt, 
geht es in Lésung. Mit Chloroform lat sich daraus ein schén krystalh- 
sierendes Tetraacetyl-Urothion isolieren. 

Versuch: 20,1 mg Urothion mit 1,2 ccm Pyridin und 1,2 ccm Acetanhydrid 
im Wasserbad 60 Minuten erhitzen. Unter Hiskiihlung mit Wasser versetzen, 
mit Chloroform ausschiitteln, Chloroformlésung mit 1 n-Salzséure gut waschen 
und mit Natriumbicarbonat trocknen. Chloroformriickstand ist ein rotgelbes— 
Krystallisat: 28 mg. Es wird heiB gelést in 1,8 com Aceton, mit 1 ccm Petrolather 
versetzt und nach einigen Stunden, in denen die Krystallisation einsetzt, durch 
0,8 ccm Petrolather erganzt. Blattrige Rhomben, 20 mg. Nochmals aus Aceton- 
Petrolather umkrystallisiert. Schmelzp. 220° (unkorr.). Zur Analyse 3 Stunden 
bei 100° i. V. itber Phosphorpentoxyd trockmen. 

Fir Tetraacetyl—Urothion: 

C,9H.,0,N,;S, (495) Ber. C 46,0 H 4,24 N 14,13 

Fir Triacetyl—Urothion: 

C,,H,,O,N;S, (453) Ber. _,, 45,0 »» 4,2 ,, 15,4 
Gef. ,, 46,08 ,, 3,90... ,, 14,16. 

Die eigelb fluorescierende Chloroformlésung des Tetraacetats gibt an 
Soda keinen Farbstoff ab. Beim Schiitteln mit kalter, verdiinnter Natron- 
lauge wird der Farbstoff chloroformunléslich. Er zeigt aber auch dann 
noch ebenso wie das Tetraacetylprodukt und zum Unterschied von Urothion 
nach Permanganateinwirkung in schwefelsaurer Loésung stahlblaue 
Fluorescenz. Die moosgriine Pm-Reaktion des Urothions tritt erst nach 
Einwirkung hei®er Natronlauge auf das Tetraacetat ein. Doch wird dabei 
nicht das Urothion, sondern ein Monoacetylderivat gebildet. 

Versuch: 48 mg Tetraacetyl-Urothion werden in 10 com Wasser und 4 ccm 
2 n-Natronlauge gelést und 2 Minuten gekocht. Man verdiinnt mit 60 ccm Wasser 
und sauert hei mit 5 ccm EKisessig an: schéne, zu Biischeln vereinigte Nadeln, die 
wie Urothion aussehen. 26 mg. Sie werden wie Urothion umkrystallisiert. 

Fur Monoacetyl—Urothion: 

C,,H,,0,N;S, (369) Ber. C 42,3 H 4,07 N 18,95 
Gef. ,, 42,35 ,, 3,76 , 18,97. 

_ Man kann drei acetylierte Bezirke unterscheiden. Der erste wird schon von 
kalter Natronlauge verseift, der zweite erst beim Erwairmen, wahrend der dritte 
der bestandigste ist. Die 3 Sauerstoffatome des Urothions weisen wir 3 Hydr- 
oxylen zu, deren Acetate beim Verseifen unterschiedliches Verhalten zeigen. Das 
vierte bestandige Acetyl soll sich dann an einer Aminogruppe befinden. 


Molekulargewichtsbestimmung 


Die Lipoidléslichkeit des Tetraacety]—Urothions erlaubt Molekulargewichts- 
bestimmung nach Rast. 
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4,8 mg Tetraacetat in 89,9 mg Campher 4 = 4,0° gef. Mol.-Gew. 533 
4,8 ,, " ,, 46,6 ., » Aare » - 515 
5,1 ,, 7 jy Te xs ‘5 i: 2 le ee 509 
5,4 ,, ‘ 3: Ee 4 ‘% A= 10" 4, ” 483 


Der berechnete Wert betrigt fiir C,,H,,0,N,5, + 4 Acetylgruppen Mol.- 
Gew. 495. 
Polarimetrie 
16,8 mg Tetraacetyl-Urothion, in 2 ccm Chloroform gelést, werden im 
l-dem-Rohr gemessen 
O 0,46° 
fan" 54,8° 


Aminogruppe im Urothion 


Urothion enthalt eine nach van Slyke bestimmbare Aminogruppe. 
Bestimmung mit der manometrischen Mikromethode und dem Apparat 
von van Slyke’). 

0,819 mg Urothion 10 Min. Einwrkg. v. salpetriger Saure 0,006 mg NH,N — 0,73°/, 
0,819 ,, ” GS Stan. ,, - ” 0,035 8 4,28°/, 
berechnet fur 1 NH, -Gruppe in C,,H,,0,N;5,. = 4,28°/, 


Die lange Kinwirkungszeit, he notwendig ist, schlieBt das Vorliegen 
einer g-Aminosiure aus und weist auf Guanidinstruktur wie in Guanin. 


Aneurin liefert auch nach 5stiindiger Kinwirkung nur !/, des fiir 1 Amino- 
gruppe berechneten Wertes. 


Absorptionsspektrum des Urothions 


Die lichtelektrisch gemessene Absorptionskurve des Urothions ist in 
der Figur dargestellt. 

















100-10 Pee 
} ! —— = Urothionkurve 
() © = Xanthopterinpunkte, berechnet 
‘ nach der Kurve von Schopf 
™ u. Becker’) mit dem Mol.- 
S ~ Gew. 179 
S sol \ 
= * a \ 2.3 J. 
4) \ (= - - @ o : I / 
§ Ps \ K ae log 7 Mol/L 
€ o\ d = 0,121 em 
3 0 * , | e¢=4,3.10~* Mol/L 
= al % | (1,405 mg Urothion in 10 cem n/10-NaOH) 
er Q me See eee, 
A 200 500 400 


Messung des K.W.L, Heidelberg, Institut fir Physik 


Die Lage der Banden stimmt mit denen des Xanthopterins’) bzw 
Uropterins'®) gemessen als Bariumsalz in Hisessig iiberein. Die Ahnlichkeit 
ist in Anbetracht der Fehlerbreite der Methode auch bei gré8ter Vorsicht 
in der Auswertung von Absorptionskurven iiberzeugend. Sie erstreckt sich 


4) J. of Biol. Chem. 88, 425 (1929). — *) Schépfu. Becker, A. 507, 273 
(1933). — *°) W. Koschara, H. 240, 138 (1936). 
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auch auf die Kurven des Lactoflavins und anderer Alloxazine und _ Iso- 
Alloxazine. Allen diesen Farbstoffen ist eine Bande um 280 mu und eine 
zweite um 380 my eigen. 

Die Ubereinstimmung in den optischen Daten hat schon bald nach der 
Isolierung des Urothions zu einer einheitlichen Auffassung iiber die che- 
mische Konstitution des Lactoflavins, Xanthopterins und Urothions gefiihrt. 
Fraglich war nur, welche Atomgruppierung als das bestimmende Chromophor 
zu gelten hatte. 

Die Ermittlung der Struktur des Lactoflavins und des Xanthopterins 
lieB das kondensierte System eines Azin- und eines Pyrimidinringes als das 
gemeinsame farbgebende erkennen. Nach dem Absorptionsspektrum 
kommt dem Urothion ein gleiches Pyrimidinazinskelett zu. Das einfachste 
Pvrimidinazin der Formel | 


.N=3CH 
| | ULNx 

+ »CH,C~ 7 SCH, 
| | 
wN— Cr ,, CH, 
3+ 4 ns. Call 


ist von Wieland Pteridin genannt worden. Wir schlieBen uns dieser 
Nomenklatur an. 

Das Pteridingeriist verleiht dem Lactoflavin, dem gelben Pterin und 
dem Urothion die gemeinsamen Merkmale nicht nur der Farbe, sondern 
auch der Fluorescenz, der Léslichkeitsverhiltnisse, der Adsorbierbarkeit usw. 
So erklairt es sich, daB der Verfasser nacheinander die drei neuen 
natiirlichen Farbstoffe in die Hand bekam, als er auffilligen Fluorescenz- 
erscheinungen mit Hilfe von Bleicherdeadsorption und Pyridinelution nach- 
ging. Da die so isolierten Farbstoffe sich als chemisch verwandt erweisen 
ist nicht iiberraschender als etwa die Tatsache, daB im Unverseifbaren 
der Lipoidfraktion organischen Materials sich Verwandte, die Sterine, 
finden. 

Mit der Pteridinformel des Urothions sind 4 Stickstoffatome festgelegt. 
Das fiinfte und letzte wird als das nach der van Slyke- Bestimmung in 
einer Guanidingruppe vorliegende zwanglos in 2-Stellung des Pteridins 
untergebracht. Aus Analogiegriinden liegt es nahe, in 6 eine Oxygruppe 
anzunehmen, wie sie im Lactoflavin, Xanthopterin und Leukopterin vor- 
handen ist. Von ihr mu allerdings verlangt werden, daB sie acetylier- 
bar ist, da aller Sauerstoff des Urothions veresterbaren OH-Gruppen 
angehort. 

Nach Vorstehendem teilen wir die Formel C,,H,,0,N-S, des Urothions 
folgendermaBen auf 


N COH 
11 C=HN O~ Nc | | 
| | >» C.H,S ( 2(OH 
Hi ——-—-05. we | ! 
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Urothion und Perjodsaure 


Die Pteridinformel des Urothions laBt bei dem C.-Rest an eine zucker- 
‘ihnliche Seitenkette denken. Man kénnte an die Adenyl-thiomethy!- 
pentose?!) der Formel [II erinnert werden. 


N C—NH, 


CH C.. | 
OH OH 
- 7 aa + 
4 oe ee. 


H EH i H 


a stiirkere Analogie zum Lactoflavin wiirde sich ergeben, wenn man den 

--Rest in einem 6er-Ring unterbringt, der in 8,9-Stellung dem Pteridin 
i te on ist. Zwischen offener Seitenkette oder 6er-Ring liBt sich 
eine Entscheidung treffen, wenn die beiden OH-Gruppen benachbart sind. 
Dann bietet sich in der Glykolspaltung mit Bleitetraacetat nach Criegee??) 
oder mit Perjodsiiure nach Malaprade?**) ein einfaches Verfahren ent- 
weder der Ringsprengung ohne Kohlenstoffverlust oder der Kettenaufspal- 
tung mit Verlust ees Kohlenstoffrestes. Die Léslichkeitsverhiltnisse des 
Urothions geben fiir diesen Versuch der in wi®riger Lésung verwendbaren 
Perjodsiure den Vorzug. 

LiBt man auf 1 Mol Urothion in schwefelsaurer Lésung Perjodsiure 
einwirken, so wird 1 Mol des Oxydationsmittels verbraucht. Es entsteht 
etwa | Mol Formaldehyd. Damit ist im Urothion eine endstiindige Glykol- 
gruppe nachgewiesen und die Formel aufzuteilen in 

N-—COH 


i 
T 


Nw 
ry C=NH i “c | 


C,H.S, | —CHOH—CH,OH 
ae 3 


Nn M | | 


Bei der Reaktion fillt ein rotbraunes krystallines Pulver aus, der Alde- 
hyd, der nach der Gleichung entsteht: 


C,,H,,0,N;8, + HJO, = C,,H,0,N;S8, + CH,O + HJO, + H,O. 


Der Cyo-K6rper wird kurz Urothionaldehyd genannt. 

Urothionaldehyd ist in Natronlauge leicht léslich und in dieser Lésung 
autoxydabel. Das Produkt der Autoxyd: ation ist eine prachtvoll indigoblaue 
Substanz, die wir Urothionblau nennen. Sie ist unléslich in heien Laugen 
u ind Siuren. Mit letzterem schligt die Farbe nach leuchtend Rot um. Wir 

euten die Kntstehung des U rothionblau nach Art der Murexid- und Nin- 
Hekate Pon als Verkniipfung zweier verschiedener Oxydationsstufen 
des organischen Molekiils durch Ammoniak unter Bildung eines Azomethins 


11) Susuki, Odake u. Mori, Bio. Z. 154, 278 (1924); Wendt, H.272, 152 
1942). 





*) Zusammenfassung: Z. Ang. 03, 321 (1940). — 143) C. r. 186, 382 (192% 
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Versuchsteil 


Darstellung der Perjodsiure vgl. Vanino, Handbuch 
Chemie I, 66; Stuttgart 1921. 

Die Bestimmung des Oxydationsmittels geschieht jodometrisch. Bei Kin- 
wirkung auf Glykole werden 2 Wertigkeiten abgegeben unter Bildung von Jod- 
saure; Anfangs- und Endwert der Titration sind demgemaB selbst bei vélligem 
Umsatz der Uberjodsiure nur um 25°/, verschieden. Kine Titrationsdifferenz von 
i com %/,)-Thiosulfat zeigt den Verbrauch von 0,05 Millimol Uberjodsaure 

0,05 Milliatome Sauerstoff an. 


Von der eingesetzten Perjodsiurelésung verbrauchte 


der praparativen 


i ecm nach Verset Zen 


nit 2 n-Schwefelsiure und iiberschiissigem Kaliumjodid 10,75 cem "/,,-Thio- 
sulfat. Nach Versetzen mit iiberschiissigem Glykol war der. Thiosulfatwert 
8,2 ecm (berechnet 10,75 x 3/, = 8,1 ccm). 


Vorversuche sind in der Tab. If] zusammengestellt. Samtliche Versuche bei 


z immertemp eratur. 


Tabelle Ill 




















Thio- ¢ a 
sulfat- | Verbrauch 
Substanz Milieu Zeit an Sauerstoff | Ber. 
renz pro Mol 
Substanz 
6,2 mg Glykol 20 ccm 0,1 n-H,SO,] 20 Min. 1,3 0,65 } 
6,2 mg Glykol 20 com 0,1 n-H,SO,| 45 Min.j 1,8 0,9 1 
9,2 mg Glycerin 10 ccm 2n-H,SO, 45 Min.| 3,8 1,9 2 
9,2 mg Glycerin 10 com 2n-H,SO, 45 Min.| 3,6 1.8 2 
18,8 mg Lactoflavin 20 ccm 0,1n-H,SO, | 30 Min.} 1,9 1,9 3 
17,1 mg Lactoflavin 10 ccm 2n-H,SO, 60 Min.} 1,6 1.8 3 
i7,3 mg Ascorbinsaure | 20 com 2n-H,SO, 10 Min.| 3,6 1,8 ? 
18,0 mg Xanthopterin | 20 ccm 5n-H,SO, 17 Std.| 2,6 1,3 ? 
[8,0 mg Xanthopterin | 20 ccm 5n-H,SO, 21 Std.| 2,6 1,3 ? 
Perjodsaure scheidet mit Ascorbinsiure und mit Xanthopterin Jod aus. Das 


‘Titrationsergebnis ist in diesen Fallen vieldeutig. 


Tabelle IV 




















tn - Thio- r 
Hinwaage —— Temp. : Gef. Verbrauch Sauer- | Ausbeuten an 
Zeit a sulfat- mes . me 
in mg in : _ | stoff pro Mol Urothion | Urothionaldehyd 
Differenz Y 
32,5 2°/, Std.[ 20 1,4 0,7 24,4 mg = 83°/, 
30,7 17 Std. 20 2,05 1.0 21.0 mg = 16°/, 
32,0 18 Std. 20 2,1 1,05 21,0 mg = 73°/, 
34,1 48 Std. 20 2,4 1,2 22,2 mg = 72%], 
17,1 10 Min. 80 1,1 1,05 8,0 mg = 52°/, 
Urothionbeispiel: 30,7 mg Farbstoff werden unter Erwarmen in 20 ccm 


2 n-Schwefelsiure und 10 ccm Wasser gelést, auf 20° gekiihlt und mit 2 cem Pe 

jodsaurelésung (= 27,6 com "/,5- Thiosulfat) versetzt. Nach 5—10 Minuten beginnt 
Abscheidung eines rotbraunen — “ allinen Niederschlags. Nach 17 Stunden saugt 
man den Urothion-Aldehyd ab und titriert die Mutterlauge nach Zusatz von 


4* 
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Kaliumjodid mit "/,)-Thiosuifat. In der titrierten Lésung laBt sich Formaldehyd 
mit fuchsinschwefliger Siure nachweisen und colorimetrisch mit Hilfe einer Ver- 
gleichsreihe annihernd bestimmen. Gefunden etwa 3 mg Formaldehyd ent- 
sprechend d. Th. 

Tab. IV enthalt verschiedene Oxydationsansatze, alle in 2 n-H,SO,. 

Die Mutterlaugen des Urothionaldehyds enthalten 2 Nebenprodukte, die 
sich im Chromatogramm iiber Bleicherde trennen lassen. 

Urothionaldehyd kommt ohne weitere Reinigung zur Analyse. 


C,H O.N;S. (295) Ber. © 40,7 H 3,05 N 23,8 
| Gef. ,, 41,24 ,, 2,67 ,, 23,04 u. 23,40. 


Die Abweichungen vom theoretischen Wert bei C und N liegen in der gleichen 
Richtung wie beim Urothion selbst. 


Darstellung von Guanidosduren und Guanidopeptiden 
Von 
Ernst Schiitte 
(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Februar 1943) 


Zur Uberfiihrung von Aminogruppen in Guanidogruppen sind verschiedene 
Verfahren beschrieben. In der Anwendung auf Aminosiuren und Peptide hatten 
H. Miiller') und J. Kapfhammer’) und H. Miller die erfolgreichsten Methoden 
entwickelt: Sie setzten Aminosauren bzw. Dipeptide in alkoholischer Lésung mit 
S-Methylisothioharnstoff bzw. mit O-Methylisoharnstoff um. Auf diese Weise 
gelang in guter Ausbeute die Guanylierung von Cystin, Glutaminsaure, Norleucin, 
Tryptophan, Phenylalanin, Serin, Prolin, Oxyprolin und einigen Glycyl- und 
Alanylpeptiden. Manche Aminosauren lieBen sich aber auch mit diesen Mitteln 
nicht guanylieren. 

Als ich fiir andere Versuche asym. Guanidino-diessigsiure (N-Guanyl- 
diglykolamidsaure) bendtigte, wandte ich die von H. Miiller beschriebenen Me- 
thoden auf die Imino-diessigsaure an. Es gelang jedoch nicht, die erwiinschte Um- 
setzung durchzufiihren. Kapfhammer und Miiller hatten an N-substituierten 
Aminosauren keine Guanylierungen durchgefiihrt. Ich priifte diese Méglichkeiten 
zunaichst an Sarkosin und fand dabei, daB das Verfahren keineswegs so universell 
anwendbar war, wie seine Verfasser angenommen hatten*). Weder durch langes 
Stehen des Ansatzes bei Zimmertemperatur, noch durch Kochen unter RiickfluB, 
noch durch Hinzunahme von Wasser bzw. Ammoniak wurden Ausbeuten iiber 
20°/) d. Th. erhalten. Erhitzen verschlechterte das Ergebnis wesentlich. Es kam 
zu starker Ammoniakentwicklung, und bei der Aufarbeitung wurde Guanidin als 
Pikrat in erheblicher Menge isoliert. Nach Arndt‘) sollte die freie lsothioharnstoff- 
base nur in Cyanamid und Mercaptan zerfallen. Miiller nahm deshalb an, dab 
auch bei der freien O-Methylisoharnstoffbase doppelter Zerfall unwahrscheinlich 
ware. Dieser war aber in seinen Versuchen wohl nur durch die gréBere Guany- 
lierungsgeschwindigkeit der Aminogruppen zuriickgedringt worden. Das Auf- 
treten von Guanidin in gréBeren Mengen beim Zerfall der O-Methylisoharnstoff- 
base ist nur unter der Annahme eines doppelten Zerfalles von Isoharnstoff zu 


1) H. Miller, Diss. Freiburg 1929. — 2) J. Kapfhammer u. H. Miller, 
H. 225, 1 (1934). — 8) E.Schiitte, Diss. Leipzig 1941 (nicht im Druck er- 
schienen). — 4) F. Arndt, B. 54, 2237 (1921). 
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erklaren, wobei dann ein Zerfallsprodukt der einen Zerfallsgleichung (Ammoniak) 
mit einem der anderen (Cyanamid) zu Guanidin reagiert. 
II NH,-C(NH)-SR = NH,-CN + HSR. 

Beim Versuch, durch eine Schmelze von Sarkosin in O-Methylisoharnstoff 
die Umsetzung zu erzwingen, wurde eine Substanz erhalten, fiir die nach Eigen- 
schaften und Analyse die Konstitution einer N-Methyl-biguanidino-essigsiure an- 
senommen wird. 

Miller hatte bei seinen Guanylierungen mit Isoharnstoff- und Iso- 
thioharnstoffsalzen die Verwendung von Ammoniak zur Zerlegung der Salze 
abgelehnt aus der Befiirchtung, daB der Ammoniak mit der Aminosiure 
um das hypothetische Cyanamid konkurrieren wiirde, es also in erster Linie 
zur Guanidinbildung kime. 


Guanylierung von Sarkosin und von Iminodiessigsaure 


Da sich aber Ammoniak durch Zerfall aus Isoharnstoffen bilden kann, 
laBt sich die Entstehung von Guanidin, wenn die Bedingungen gegeben sind, 
wie oben gezeigt, nicht vermeiden. Die Cyauamidanlagerungen nach dem 
alten Streekerschen Verfahren sind in ainmoniakalischer L6sung aus- 
gefiihrt worden, ohne da eine Guanidinbildung bec dachtet worden war. 
Die Schnelligkeit, mit der letzteres aus Cyanamid und Ammoniak entsteht, 
kann also nicht besonders groB sein. Die Griinde, die Miiller von der Ver- 
wendung von Ammoniak abgehalten hatten, waren somit hinfallig. In der 
Literatur fand sich nur eine Patentvorschrift [S. Fischl*)], nach der Kreatin 
aus Sarkosin und 8-Methylisothioharustoffsalz in konz. Ammoniak erhalten 
wird. Durch konzentriertes Arbeiten bei etwa 4- 10° gewann ich auf diese 
Weise Kreatin in Ausbeuten von etwa 70°/, d. Th. 

Guanylierung der Iminodiessigsiiure mit S-Methylisothioharnstoff- 
sulfat in konz. Ammoniak gelang nicht. Ebensowenig setzte sich die freie 
O-Methylisoharnstoffbase mit Iminodiessigsiiure in Methanol um. Ks 
krystallisierte immer wieder das in der Kilte alkoholunlésliche primire 
iminodiessigsaure Salz des O-Methylisoharnstoffs aus. 

Erst als ich an Stelle der Diglykolamidsiure ihren Dimethylester an- 
wandte, gelangen mir einige Guanylierungen. Nach tagelangem Stehen mit 
einem groBen Uberschu} Cyanamid in itherischer Lésung erhielt ich in einer 
Ausbeute von 25°/, d. Th. den asymmetrischen Guanidino-anhydro-diessig- 
siure-monomethylester. Durch Einwirkung der freien O-Methytisoharnstoff- 
base auf den Dimethylester in absolutem Methanol wurde nach langem 
Stehen derselbe Kérper, jedoch in noch schlechterer Ausbeute und nicht 
vollig analysenrein gewonnen. 

Da sich die besprochenen Methoden zur Guanylierung der Iminodiessig- 
siure nicht bewahrt hatten, wurde die Darstellung noch auf dem Wege 


versucht, den Wallach®*) erstmals mit Erfolg zur Darstellung substitulerter 


5) §. Fischl, (D.R.P.), C. 1981, II, 3156. — *) O. Wallach, B. 32, 1872 
(1899). 
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Cyanamide angewandt hatte. Durch Umsetzung des Iminodiessigsiure- 
dimethylesters mit Bromeyan erhielt ich den Cyanamido-diessigsiure- 
dimethylester und aus diesem durch Behandeln mit Ammoniak den Ester 
der asymmetrischen Guanidino-diessigsiure. 


NCBr -+ 2HN(CH,-COOR), = NC-N : (CH,-COOR), + HBr-HN(CH,COOR), 
NC-N :(CH,COOR), -- NH, = HN: C(NH,)-N(CH,COOR), 


Das Cyanamid-deriyat wird aus dem freien Ester in iitherischer Lésung in 
guter Ausbeute erhalten. Die Hilfte des eingesetzten Esters wird als Bro- 
mid zuriickgewonnen, die andere Hilfte zu 80—90°/, in die Cyamido- 
diessigsiure iiberfiihrt. Durch Kinwirkung von Ammoniak in absolut-alko- 
holischer Lésung wurde nach 24stiindigem Riickflubkochen der Mono- 
methylester der Guanidino-diessigsiure erhalten. 


H,N-C(NH)- N(CH,-CO-OCH,)-CH,-COOH 


Pikrat aus Wasser. Schmelzp. 192—193°. Driickt man das Cyanamid- 

derivat bei 85° 24 Stunden im Autoklaven mit konzentriertem alkoholi- 

schem Ammoniak, so erhalt man das Guanidino-anhydro-diessigsiiure-mon- 

amid. Die Substanz gibt auSer der Tiegschen auch die Jaffé- Probe, ein 

Zeichen der Bildung eines Imidazolidon-ringes. 

HN-C(NH)- N(CH,-CO- NH,)-CH,: CO 
| ) 


i 


Pikrat aus Wasser. Schmeizp. 214—216°. 

Aus dem Monamid-anhydrid wurde durch Kochen mit methylalko- 
holischer Salzsiiure das Chlorhydrat der Guanidino-anhydro-diessigsiiure 
erhalten. Der Koérper gibt die Reaktionen nach Tieg und Jaffé. 


Fiir die Formel des Monamid-anhydrid kommen noch zwei unwahrschein- 
liche Isomere in Frage: das Cyanamido-diessigsiure-diamid und das Guanidino- 
diessigsiure-imid. Das erstere miiBte beim Kochen mit alkoholischer Salzsiure in 
Cyanamido-diessigsiure tibergehen, ein Korper ganz anderer Zusammensetzung 

” “ 7 . | . . . 7 a 
als das gewonnene Chlorhydrat. Das Imid sollte Guanidino-diessigsiure ergeben; 
denn eine nachtrigliche Anhydrisierung erscheint unter den Versuchsbedingungen 
(2 n-Salzsiure) wenig wahrscheinlich. 


Guanylierung von Aminosauren und Peptiden 


Ich wollte priifen, ob das Verfahren der Guanylierung mit Alkyl- 
isothioharnstoffsalzen in konz. Ammoniak allgemein anwendbar ist oder 
ob die Umsetzung mit Sarkosin nur dank der relativen Schwerléslichkeit 
des Kreatins so giinstig verliuft. Da die Peptidbindungen, soweit bis jetzt 
bekannt, gegen Ammoniak bestiindig sind, waren von dieser Seite her keine 
Komplikationen zu erwarten. Ich erhielt die entsprechenden Guanyl- 
derivate in folgenden Ausbeuten: 


Guanidino-propionsiure aus Alanin 65°/, d. Th. 
Guanidino-essigsiure aus Glycin 819, 
Guanidino-acetylglycin aus Glycylglycin 82°/, 


Guanidino-acetyltyrosin aus Glycyltyrosin 76°/, 








ee 
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Die Zahlen geben das Ergebnis der Aufarbeitung, nicht das der Guany- 
lierung an. Letztere verliuft nahezu vollstandig, wie der negative Ausfall 
der Ninhydrinprobe, die von Guanidinosiiuren nicht gegeben wird, zeigt. 
Da es sich bei Guanidinopropionsiiure und Guanidino-acetyltyrosin um in 
Wasser sehr leicht lésliche Substanzen handelt, und die Ausbeuten hinter 
den von Miller mit O-Alkylisoharnstoff in alkoholischer Lésung erreichten 
nicht zuriickstehen, diirfte diesem Verfahren eine sehr allgemeine Anwend- 
barkeit zukommen. 

Zusammenfassung 


i. Das von Kapfhammer und Miiller entwickelte Verfahren zur 
Darstellung von Guanidosiiuren aus «-Aminosiiuren versagt bei manchen 
N-substituierten Aminosiiuren. In manchen Fillen laiBt sich diese Schwierig- 
keit tiiberwinden durch Umsetzung des Salzes der Alkyl-isoharnstoff- (bzw. 
-isothioharnstoff)-base mit der betreffenden Aminosiure in konz. Ammo- 
niak. In anderen Fiillen versagt auch dieses Mittel. Der Widerstand gegen 
die Anlagerung scheint um so gréBer zu werden, je schwiicher der basische 
Charakter des Stickstoffs der eingesetzten Aminosiiure- wird (z. B. durch 
Anhiufung von Carboxylgruppen in der Nachbarschaft). 

2. Das einfachere Arbeiten mit den Isoharnstoffsalzen in konz. Ammo- 
niak ist auch auf andere Aminosiiuren sowie auf Dipeptide mit Erfolg zu 
iibertragen. 


Versuchsteil 


I. Guanylierung von Sarkosin. a) Mit O-Methyl-isoharnstoffinabso- 
lutem Methanol. O-Methyl-isoharnstoff-C hlorhydrat wurde hergestellt nach 
Stieglitz und Mc Kee’) durch KEinleiten von trocknem HCl in eine absolut 
methanolische Losung von Cyanamid. Die freie Base wurde daraus durch Auflésen 
in einer iquivalenten Menge Natrium-methylatlésung und Filtrieren vom ausge- 
fallenen Kochsalz nach Stehen in Eis-Koc hsalzmischung gewonnen. Zu einer so he 
reiteten Lésung von 0,1 Mol der freien Base werden 4,45 g Sarkosin = 0,05 Mol ge- 
geben. Das Sarkosin list sich als Salz der Isoharnstoff base nach kurzer Zeit auf. 
Nach 2 Wochen langer Aufbewahrung und AusschluB von Feuchtigkeit wurde der 
Niederschlag nach 2tagigem Stehen im Kisschrank filtriert, mit Alkohol gewaschen. 
Umkrystallisiert aus Wasser. Verkohlt bei 260° ohne zu schmelzen, gibt die Reak- 
tion nach Tieg, und nach 2stiindigem Erhitzen in 2 n-Salzsiure die nach Jaffe. 
Aus dem Filtrat nach EKinengen mit wenig absolutem Alkohol noch weitere Sub- 
stanz. 1,35 g Kreatin (20,6°/, d. Th.). 


C,H,O,N, (131) Ber. C 36,64 H 6,92 N 32,07 
Gef. —_,,_: 36,67 »» 6,90 55 31,80. 

In einem analogen Ansatz wurde mit Wasser versetzt und bei 50° bis zum 
dicken Sirup eingeengt: 0,9 g Kreatin (13,7°/, d. Th.). Aus der Mutterlauge 
wurden mit alkoholischer gesattigter Pikrinsaurelésung 7,9 g Guanidinpikrat 
(27,5°/, d. Th.) erhalten, aus Wasser umkrystallisiert, vetrocknet i .V. bei 100° 
iiber P,O,;. Schmelzp. 310—312° (Schrifttum 311—315°). 

CH,;N, + C,H,0O,N, (288) ser. C 29,10 H 2,80 N 29,18 

Gef. ,, 29,16 »9 ayes 5, 29,39 . 


b) Die Aubin: $atebabaaee ty Wake ize. Die Base wurde nach Stieglitz und 
\ic Kee aus ihrem Salz dargestellt. 1,7 g Methylisoharnstoff ('/;, Mol) werden mit 


’) J. Stieglitz u. Mc Kee, B. 33, 1517 (1900). 








aerate heme ieaiais 
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0,9 ¢ Sarkosin (1/19, Mol) auf dem Wasserbad erwirmt. Bei 40—50° bildet sich eine 
zahfliissige Schmelze, die bei h6herer Temperatur nach Ammoniakentwick- 
lung erstarrt. Der Atherauszug gibt mit alkoholischer Pikrolonsiure einen gelb- 
braunen Niederschlag, aus Wasser oder aus Alkohol umkrystallisiert. Lange, diinne 
Nadeln (aus Alkohol). Schmelzp. 193° (korr. 195°). 


C,H,ON, + C,oH,O;N, (338) Ber. © 42,60 H 4,17 N 24,86 
Gef. ., 42,71 ,, 3,80 ,, 24,67. 


Da die Analysen fiir das Pikrolonat des O-Methylisoharnstoffs stimmende 
Werte liefern, wurde dieses Salz durch Fallen der freien Base aus atherischer L6- 
sung mit alkoholischer Pikrolonsdure dargestellt. Diinne lange Nadeln (aus Alkohol). 
Schmelzp. 194° (korr. 196,5°). Mischschmelzpunkt aus beiden Pikrolonaten 192°. 

Der Riickstand von der Atherextraktion ist wasserléslich. Beim Kinengen 
erhaltene Krystalle wurden aus Wasser umkrystallisiert. Sie verkohlen iiber 250° 
ohne zu schmelzen. Tieg und Jaffé (letztere nach Erwirmen in Salzsaure) 
positiv. ’ 

C,H,,0.N, (173) Ber. C 34,67 H 6,39 N 40,50 
Gef.  ,, 34,05 yy Owed vy 0,78 . 


Unter Be ricksichtigung der Farbproben, der Léslichkeitsverhaltnisse und 
der Analyse nehmen wir Bildung der N-Methyl-biguanidino-essigsiure an, wahr- 
scheinlich durch Anlagerung von Dicyandiamid an Sarkosin. 


H,N-C(NH):-NH-C(NH)-N(CH,)-CH,-COOH = C;H,,0,N, 


Es scheint erwihnenswert, da trotz des Erwirmens nicht die gesamte Isoharn- 
stoffbase zersetzt worden ist. 

c)Guanylierung von SarkosinmitS-Methylisothioharnstoff- 
sulfat in konz. Ammoniak. 4,45 g Sarkosin (0,05 Mol) in 15 com konz. NH, 
(Dichte D,,° 0,912 = 24°/, NH) ge Jést und zu 12,0 g S- Methylisothioharnstoffsulfat 
in 25cem konz. NH, gege ben. Schon innerhalb 1 Stunde fielen bei 12° unter 
Entwicklung von Mercaptan Krystalle aus. Nach Stehen iiber Nacht wurde ab- 
gesaugt, mit Alkohol gewaschen. Umkrystallisiert aus Wasser. Jaffé (nach Er- 
wirmen in 2 n-Salzsaure) positiv. Ausbeute an analysenreinem Kreatin 5,45 ¢, 
83°/, d. Th. 


II. Guanylierung der Diglykolamidsaure. a) Mit O-Methylisoharnstoff in 
absolutem Methanol. Zu einer aus 3,3 g O-Methyl- isoharnstoff-C hlorhydrat 
(0,03 Mol) hergestellten Lésung der freien Base in absolutem Methanol werden 
1,33 g Imino-diessigsaure (0,01 Mol) gegeben. Bei 25° allmahliche Lésung. Nach 
24stindigem Stehen bei Zimmertemperatur 0,53 g Krystalle, Umkrystalli- 
sieren aus Alkohol Schmelzp. 160—161° (korr. 161,5°). Leicht léslich 
in Wasser, schwer léslich in Alkohol, unléslich in Ather. Getrocknet 
bei 100° iiber P,O;. 


C,H,,0;N, (207) Ber. C 34,75 H 632  N 20,30 
Gef. ,, 34,40 ,, 632° ,, 19,94 


Die Analysenwerte liegen an der Fehlergrenze fiir die angefiihrte Brutto 
formel des sauren iminodiessigsaure n Salzes des O-Methylisoharnstoffs. Auch durch 
Kochen unter RiickfluB in absolut-me ‘thanolischer Lésung wurde keine Umsetzung 
zu einem Guanidinderivat erhalten. 


b) Mit S-Methyl-isothioharnstoff-jodhydrat in konz. Am 
moniak. 3,32 g Iminodiessigsdure ('/,, Mol) werden in 35 ccm konz. Ammoniak 
gelést und 5, 45 g S-Methylisothioharnstoff-jodhydrat (1/4, Mol) zugegeben. Auch 
nach tagelangem Stehen kein Hinweis auf die Bildung eines Guanidinderivates. 
Nach Entfernung des Ammoniaks wurde gesiittigte Chlorzinklésung zugegeben 
und nach mehrtagigem Stehen im Eisschrank bei gegen Lackmus schwach alka 
lischer Reaktion die Iminodiessigsiure fast quantitativ als Zinksalz zuriick 
erhalten. Ausbeute 4,9 g Zinksalz (98°/,) 
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Ill. Diglykolamidsduredimethylester *). a) Umsetzung mit Cyanamid. 
Darstellung des Guanidino- anhydro-dies Sigsdure- monomethyl- 
esters. Aus 5,0 g Ester-Chlorhydrat gewonnener freier Ester wird in atherischer 
Lésung nach sorgfaltigem Trocknen mit einer Lésung von Cyanamid in absolutem 
Ather versetzt. Nach mehrtagigem Stehen erhaltene Krystalle, 0,43 g, gaben die 
Jaffé-Probe. Aus der Mlge weitere 0,68 g, insgesamt 1,11 g Guanidino-anhydro- 
diessigsiure-monomethylester (25°/) d. Th.). Umkrystallisiert aus Alkohol. 
Schmelzp. 218—219° (unter Zers.) (korr. 222—223°). Tieg positiv, Sakaguchi 
wie erwartet negativ. Die ibersichtliche Bildung hatte folgenden Verlauf ge- 
nommen: Anlagerung von Cyanamid an die Iminogruppe, dann unter Abspaltung 
einer Methoxygruppe RingschluB zum Imidazolidonderivat; deshalb Jaffésche 
Reaktion. 


H,C-CN -- HN-(CH,:CO-OCH,) —-> HN-C(NH)-N(CH,-CO-OCH,)-CH,-CO 


C,H,O,N, (171) Ber. C 42,10  H 5,30 N 24,58 OCH, 18,13 
Gef. ., 41,85 ,, 5,24 ,» 24,60 17,89 


Substanz leicht léslich in Wasser, léslich in Alkohol, schwer léslich in Essig- 
ester, Ather, Aceton. Sehr schwer léslich ist das Phosphormolybdat, das Phosphor- 
wolframat erheblich léslicher. Bei vorsichtigem Kindunsten der konz. waBrigen 
Lésung mit gesattigter Pikrinséiure ein Pikrat. Umkrystallisiert aus Wasser, in 
dem es ziemlich léslich ist, Schmelzp. 205° (korr. 208°). 

b) Umsetzung mit freier O-Methy lisohar nstoffbase in abso- 
lutem Me ? h anol. Aus 8 g Ester- bromhydrat ("/59 Mol) gewonnener freier Ester 
wurde mit !/,, Mol O-Methylisoharnstoff in absolutem Metahnol versetzt. Nach 
mehrtiigigem Stehen im Eisschrank Krystalle, die aus wenig heiBem Wasser in 
Wirfeln und Tafeln herauskamen. Sakaguchi wie erwartet negativ, Jaffé deutlich, 
Tieg nur schwach. Zersetzungsp. 230—232° (korr.), bei 100° iiber P,O, getrocknet 


C,H,O,N, (171) Jer. C 42,10 H 5,30 N 24,58 
Gef. ,, 41,55 »» &20 * ,, 26,28 


Von den in Betracht kommenden Werten liegen nur die des Guanidino- 
anhydro-diessigsiure-monomethylesters in der Nahe der erhaltenen Zahlen. Die 
Ubereinstimmung ist jedoch schlecht, sie konnte auch durch haufiges Umkrystalli- 
sieren nicht verbessert werden. Ebenfalls ist der Zersetzungspunkt von dem in 
Versuch III a beschriebenen (222—223°) deutlich verschieden. Das Pikrat ver- 
hielt sich in seinen Léslichkeitsverhaltnissen zwar genau so wie das oben be- 
schriebene, zeigte aber auch nach mehrmaligem Umkrystallisieren keinen iiberein- 
stimmenden Schmelzpunkt : 201° gegen 205° in Versuch IILa. 

Vielleicht hat sich als Hauptprodukt das bereits hbeschriebene Derivat Ver- 
such Ifa) gebildet und mit der bei Guanidinosiuren schon beschriebenen Hart- 
nacki; okeit Nebenprodukte festgehalten (Miller) 


IV. Darstellung guanylierter Diglykolamidsdurederivate mit Bromcyan und 
Ammoniak. a) Cyanamido-diessigsaure-dimethylester. 12,6 g Imino- 
diessigsiiuredimethylester wird in etwa 200 cem absolutem Ather mit einer aithe- 
rischen Lésung von 4,15 g Bromcyan (0,5 Mol). versetzt. Unter maBiger Selbst- 
erwarmung fallt nach einiger Zeit das Bromhydrat des Iminodiessigsiiure-dimethy|- 
esters aus. Es wird filtriert und mit viel Ather gewaschen. Ausbeute 8,6 2 
(90°/, d. Th.). Schmelzp. 181—182° (korr. 183-—184°). 

C,H,,0,N + HBr (241,9) Ber. C 29,76 H 5,00 N 5,79 Br 33,03 
Gef. ,, 29,89 ,» 4,89 ,, 5,72 32,87 


>> 


Nach Abdampfen des Athers bleibt ein gelbes Ol zuriick, das bei 0,7—0,6 mm 
Hg und 191—200° Badtemperatur iibergeht. Siedep. (0,6 mm) 148,5—150°. Fast 


8) W.J. Jongkees, Rec. 27 (II, 12), 287 (1908). 
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farbloses, sehr zahfliissiges Ol, mit Alkohol mischbar, léslich in Wasser, schwer 
lislich in Ather. Ausbeute 5,6 g Cyanamido-diessigsiure-dimethylester (80° /, 
d. Th.). 
C,H,,0,;N. (186) Ber. © 45,16 H 5,42 N 15,06 
ref. ., 45,36 1», Ono8 yy: 20,30 


b) Guanidino-diessigsiure-monomethylester. Das iiber Calcium- 
chlorid getrocknete Ol wird mit absolutem Athanol versetzt und unter Ausschlu8 
von Feuchtigkeit bei RiickfluBkochen auf dem Wasserbade 24 Stunden trocknes 
Ammoniak aus der Bombe eingeleitet. Die ausgefallenen Krystalle werden nach 
Erkalten abgesaugt, mit Alkohol gewaschen, umkrystallisiert aus absolutem 





Alkohol, Schmelzp. 226—227° (korr. 22% 230,5°). 
C,H,,0,N, (189) Ber. C 38,10 H 5,86 N 22,23 OCH, 16,4] 
Gef. ., 38,46 5,68 22,54 - 16,26 . 
Tieg positiv, Sakaguchi und Jaffé negativ. Aus wafriger L6- 


sung mit waBriger Pikrinsiure ein Pikrat; schwer léslichin Wasserund 
Ather. Umkrystallisiert aus Alkohol, Schmelzp. 192—193° (korr nina 


c) Guanidino-anhydro-diessigsaiure-monamid. 2,56 g Cyan- 
amido-diessigsiure-dimethylester in wenig absolutem Methanol gelést und mit 100 cc m 
gsesattigtem methy lalkoholischem Ammoniak versetzt. 32 Stunden im Autoklaven 
auf 75—85° erhitzt. Nach dem Erkalten von ausgefallenen Krystallen absaugen; 
waschen mit Ather; 1,55 ¢ Guanidino-anhydro-diessigsiure-monamid (60°/, 
d. Th.); aus wenig Wasser groBe Wiirfel; leicht léslichin heiBem, schwer 
ldslich in kaltem Wasser und in Alkohol, unléslich in Ather. Zer- 
setzungsp. 245° (unscharf). Die waBrige Lésung reagiert neutral. Tieg 
und Jaffé positiv. Bei 135° iiber P.O; getrocknet. 


C;H,O.N, (156) Ber. C 38,51 H._ 5,16 N 35,91 
Gef. ., 38,74 », 5,02 »9 30,85. 


Pikrat aus Wasser, Schmelzp. 214—216° (korr. 217—219°) (unter 
Zers.). Bei 100° iber P.O; getrocknet. 


C,;H,O.N, + C,H,0O,N, (385) Ber C 34,28 H 2,88 N 25,46 
Gef. ., 34,56 55 2,92 5, 20,14 

Aus waBriger salzsaurer Lésung fallt ein Reineckat. 

d) Guanidino-anhydro-diessigsaiure-Chlorhydrat. 0,188 g¢ Gu- 
anidino-anhydro-diessigsiure-monamid werden mit 20 ccm 2 n-wasserfreier methy! 
alkoholischer Salzsiure 7 Tage unter RiickfluB gekocht. Nach Stehen im Exsiccator 
iiber Calciumchlorid Krystalle. Aus absolutem oder waBrigem Methylakohol um- 


krystallisiert. Leicht léslich in Wasser, schwer léslich in Alkohol, nicht léslich in 
Ather. Zersetziingsp. 235° (korr. 240°). 


C,H,O,N, +- HCl (193,5) Ber. C 31,00 H 4,17 N 21,72 Cl 18,33 
om , 106 . 4 . 2188 .. 18,31. 


Ausbeute 0,211 g Guanidino-anhydro-diessigsiure-Chlorhydrat (90°/, d. Th.). 
Tieg und Jaffé positiv. 


V. Guanylierung von Aminoséuren und Oligopeptiden mit S-Methyl-isothio- 
harnstofisalzen in konz. Ammoniak. a) 1,87 g Glykokoll in 11 ccm konz. Ammo- 
niak (Dichte,,° 0,912) gelést, dazu ein Aquivalent S - Methylisothioharnstoff- 
sulfat. Nach 24 Stunden bei Zimmertemperatur Sakaguchi positiv. 
Nach weiteren 24 Stunden wird vom HT Aer AN abzesaugt, aus Wasser um- 
krystallisiert. 2,35 g Glykocyamin (81°/, d. Th.). Verkohlung oberhalb 255° 
ohne zu schmelzen. Glykocyamin: 260, 266°. Sakague hi ist stark positiv, Nin- 
hydrinprobe negativ. 

b) Aus 2,23 g Alanin in 20 ccm konz. Ammoniak und 5,45 g S-Me- 
thylisothioharnstoff-jodhydrat (1 Mol) fallen bei Zimmertemperatur 
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liber Nacht Krystalle. Sakaguchi stark positiv. Ninhydrinprobe 
negativ. Aus wenig Wasser zu Drusen vereinigte spitze Pyramiden 
Bei 204° Schmelze, die sich bei 237° zersetzt. (Literatur: Se hmelzp. 206 
bis 213°). Aus der Mutterlauge mit Aceton—Alkohol 1: 1 noch etwas Substanz 
Ausbeute 2,11 ¢ Guanidinopropionsaure (65°/, d. Th.). 

c) Aus 1,32 g Glycyl-glycin in 10 cem konz. Ammoniak und 1,40 g 
S-Methylisothioharnstoff-sulfat (1 Aquivalent); bei Zimmertempe- 
ratur und allmahlich starker werdender Sakaguchi-Reaktion ein 
Niederschiag, der nach 4 Tagen abgesaugt wurde. Aus Wasser Stab- 
chen und schlanke Prismen mit abgeschrigten Endflaichen. Tieg und 

Sakaguchi stark positiv, Ninhydrinprobe negativ. Verkohlt bei 229 
Bia 230° (korr. 234°) ohne zu schmelzen. 
Ausbeute 1,43 g Guanidino-acetylglycin (82°/, d. Th.), bei 100° ttber P,O,; 
setrocknet. 
C;H,,0,N, (174) Be 34.48 H5,79 N 


" 2) 
A o 
Gef.  ,, 34,07 5 BFC so 


a) 1,19 g Glyeyl-l-tyrosin (*/.9) Mol) in 2 ccm konz. Ammoniak, dazu 1,40 g 
S- iketryilcottolanetede sulfat (2/59) Aquivalent). Mit konz. Ammoniak auf 
10 ccm aufgefillt. Nach 24 Stunden Sakaguchi stark positiv. Nach einigen 
Schwierigkeiten Krystalle. Nach Behandeln mit Tierkohle aus Wasser grobe 
wobesteindimdielie Krystalle. Tieg, Millon, Sakaguchi positiv, Ninhydrinprobe 
negativ. Sintert bei 193° (korr.), erstarrt bei 199° wieder zu einer festen Masse, 
bei 234,5° (korr.) unter Zers. schmilzt. 
Ausbeute 1,07 g Guanidino-acetyl-l-tyrosin (77°/) d. Th.), bei 100° tuber 
P.O; getrocknet. 


C,oH,,0,N, (280) Ber. C 51,42 H 5,75 N 20,01 
Gef. ,, 51,18 » 9,80 99 C0,be . 


“eo 
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Guanylierunge von Proteinen 
Von 
Ernst Schiitte 
(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10, Mirz 1943) 


Durch Uberfiihrung der freien Aminogruppen im EiweiB in Guanidino- 
gruppen durch Anlagerung von NC-NH,, sollten sich diese Gruppen in 
hydrolysebestiindiger Weise festlegen lassen. Thomas und Kapf- 
hammer?) hatten das vor langerer Zeit an Gelatine und an Casein ver- 
sucht. Kapfhammer?) arbeitete mit Cyanamid in wibrig-ammoniaka- 
lischer Losung. Die Ausbeute war jedoch, gemessen am Riickgang des nach 
van Slyke bestimmbaren Aminostickstoffs, unbefriedigend. Nach 3 Mo- 
nate lange m Stehen des Ansatzes bei 37° hatte bei der Gelatine der Amino- 
stickstoff von 4,90 bis zu 1,95°/, abgenommen. Es waren also nur etwa 


60°/, der freien Aminogruppen guanyliert worden. Kapfhammer und 


') K. Thomas u. J. Kapfhammer, Sachs. Akad. d. Wissenschaft. Math.- 
Phys. KI. 77, 181 (1925). — *) J. Kapfhammer, Habilitationsschrift. Leipzig 1926. 
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Mitarbeiter priiften dann die Méglichkeiten der verschiedenen Guanylie- 
rungsmethoden an Aminosiuren und Peptiden. Wesentliche Fortschritte 
erreichte hier H. Miiller?) durch Anwendung der freien Basen des S-Methy]- 
isothioharnstoffs bzw. des O-Methyl-isoharnstoffs in alkoholischer Lésung. 
Anwendung dieser Methoden auf Proteine ist, wohl wegen ihrer meist 
volligen Unléslichkeit in Alkohol, nie versucht worden. Guanylierungen an 
Sarkosin und an Diglykolamidsiiure*) zeigten uns dann, da’ in manchen 
Fallen die Umsetzung in wiBrigem Ammoniak erheblich giinstiger ver- 
lauft, wobei Anwendung der freien Basen zwar hinsichtlich der Aufarbeitung 
manchmal angenehmer, aber keineswegs notwendig ist. Damit war die 
Moglichkeit gegeben, KiweiSk6rper mit mehr Aussicht auf Erfolg zu guany- 
lieren. Wir fiihrten zunichst Versuche an Lactalbumin und an Casein durch. 
Alle Guanylierungen wurden in waBriger Losung mit S-Methyl-isothioharn- 
stoff durchgefiihrt. In kurzdauernden Versuchen mit einer Reaktionsdauer 
von 3—4 Tagen wurden sowohl bei Lactalbumin wie bei Casein nur 20 bis 
30°/, der freien Aminogruppen guanyliert. In eimem langfristigen Versuch 
an Casein, der iiber 3 Wochen ging, stieg die ,,Ausbeute“‘ auf 85—90°/,. Es 
scheint also auf diese Weise mévlich, die freien Aminogruppen der Proteine 
quantitativ in Guanidinogruppen zu iiberfiihren. 





Versuche an Lactalbumin 


Das Albumin war aus frischer Magermilch hergestellt worden. 

I. Die ee enthielt pro Kubikzentimeter 0,245 mg N und 
6,0365 mg Amino-N = 14,9°/, vom Gesamt-Stickstoff. Es wurden 4 Aquiv alente 
freie S- itis Vavttricltonathelt bees zugegeben. Nach 3 Tage langem Stehen bei 
Zimmertemperatur wurde 3'Tage gegen flieBendes destilliertes Wasser dialysiert 
bis zum Verschwinden der Reaktion mit NeBlers Reagens. Der Amino-Stick- 
stoff (v. Slyke) war auf 9,30°/, zuriickgegangen 

Il. 50 cem dieses Ansatzes wurden mit 10 ccm konz. Ammoniak versetzt. 
Versuchsdauer und Aufarbeitung wie oben. Der v. Slyke-Wert hatte nur bis 
auf 12,1°/, abgenommen. 


Versuche an Casein 


Ks wurde ein durch mehrmaliges Umfiallen gereinigtes Casein nach Ham- 
marsten verwendet. Zur Bestimmung des Ausgangswertes des Amino-Ntick - 
stoffs wurde in n/10-Lauge gelést, in der Lésung der Gesamt-N nach Kjeldahl 
und der Amino-N nach v. Slyke bestimmt. Letzterer betrug 5,38°/) vom Gesamt- 
Stickstoff. 


1,0 com Caseinlésung = 15,42 (15,49) eem n/100-Saure = 2,162 (2,169) mg 
N/com. | 

2,0 ccem | Lésung = = O; 410 (0,405) com N (21°, 748 mm) = 0,117 (0,116) mg 
NH, -N/ ccm = 5,41 (5, 35) °/ /,5 vom Gesamt-Stickstoff. 


a) Veranderungen an Casein in waBrigem Ammoniak. 2,5 ¢ Casein, 
in 50 cem Ammoniak gelést, 5 Tage bei Zimmertemperatur stehen lassen. Dann 
mit Wasser verdiinnt, mit Essigsiure gefallt, nach Wiederlésung 2 Tage dialysiert, 
in n/10-Lauge gelést. Keine Reaktion mehr mit NeBlers 
nach Kjeldahl und nach v. Slyke in der Endlésung. 


42b) Versuch in verdiinntem Ammoniak (3,5°/,). 
Gesamt-N: 1,0 com = 7,81 (7,82) cem n/100-Saéure = 1,094 mg N/ccm. 


s Reagens. Bestimmungen 


3) H. Miller, Dissertation. Freiburg 1929; J. Kapfhammer u. H. Miller, 
H. 225, 1 (1934). — 4) E. Schiitte, H., die vorhergehende Arbeit. 
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Amino-N: 2,5 cem = 0,265 cem N (24°, 740 mm) = 0,0593 mg NH,- N/ccm. 
Amino-N: Ausgangswert: 5,38°/,, Endwert 5,42°/). 

42a) Versuch in konz. Ammoniak (24°/,). 

Gesamt-N: 1,0 com = 8,59 (8,56) ccm n/100-Saure = 1,201 mg N/ccm. 
Amino-N: 2,5ccm = 0,390 (0,386) ccm N (24°, 740 mm) = 0,0873 mg NH,-N. 
Amino-Stickstoff: Ausgangswert: 5,38°/), Endwert 7,26°/5 

b) Guanylierungen an Casein. 


37a) Casein in 12°/, Ammoniak 5: 100 gelést. Auf 25 ccm Lésung 0,3 g S- 


Methylisothioharnstoffsulfat zugeben. Versuchsdauer 3 Tage, Zimmertemperatur. 
Aufarbeitung wie oben bei Versuch 42. 


Amino-Stickstoff: Ausgangswert: 5,38°/,, Endwert 4,20°/, 

In einem Leerversuch ohne Methylthioharnstoff: 5,57°/, 

37b) Casein in 24°/, Ammoniak 5:100 gelést, zu 30ccm Lésung 0,5 g 
S-Methylisothioharnstoffsulfat. Versuchsdauer und Aufarbeitung wie oben. 

Amino-Stickstoff: Ausgangswert 5,38, Endwert 4,29°/,. 

Im Leerversuch Endwert 6,98°/,. 


Versuch 41: Konzentration der Caseinlédsungen wie in Versuch 37. 

Guanylierungsmittel: S-Methylisothioharnstoff-Base. Lésungsmittel waBriger 
Ammoniak. Versuchsdauer 3 Wochen, Zimmertemperatur. Aufarbeitung und 
Bestimmungen wie oben in der Lésung des Endproduktes. 

41a) Versuch in verdiinntem Ammoniak wee /o)- 

1,0 com = 15,08 (15,12) cem n/100-Saure = 2,114 mg N/ccem. 


2,5 ccm = 0,063 (0,063) com N (21°, 738 mm) = 0,0142 mg NH,-N/ccm. 


Amino-Stickstoff: Ausgangswert 5,38°/), Endwert 0,67°/, 
41b) Versuch in konz. Ammoniak (24°/)). 
1,0 ccm = 17,73 (17,81) cem n/100-Saure = 2,489 mg N/ccm. 
2,5 ccm = 0,088 (0,093) com N (22°, 737 mm)= 0,0197 (0,0208) mg NH,-N/ccm 


— 0,79 (0,84)°/, NH,-N. 
Amino-Stickstoff: Ausgangswert: 5,38°/5, ean 0,82°/9. 


Dem Universitatsbund Leipzig danke ich fir Mittel zur Durchfithrung dieser 
Arbeiten. 


Zur Darstellung von Sarkosin 
Von 
Ernst Schiitte 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26, Februar 1943) 


Versuche, die aus 4uBeren Griinden zur Zeit nicht fortgefiihrt werden kénnen, 
erforderten gréBere Mengen Sarkosin, bei dessen Darstellung ich an Methylamin 
als Ausgangssubstanz gebunden war. Fir die Darstellung des Sarkosin-nitrils 
konnte ich mich an die von Staudt’) gegebene Vorschrift halten. Da Staudt das 
Nitril auf Sarkosinester verarbeitet hatte, ich aber freies Sarkosin be mnotigte, war 
die von ihm angewandte alkoholische Verseifung fiir mich nicht verwendbar. Da 
die in der neueren Literatur?) fiir die Verseifung des Nitrils zu Sarkosin gegebenen 
Vorschriften hinsichtlich Ausbeute und Reinheit des Produktes nicht befriedigten 
sei das FOC gen, das sich mir bewahrte, kurz beschrieben. 


ay W. Staudt, H. 146, 286 (1925). — *) L. Baumann, J. of Biol. Chem. 
21, 563 (1 915). 











29, 1198 (1902) »). — 7) G. W. Heimrod, B. 48, 338 (1914). 
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Jay und Curtius*), die aus Kalumeyanid, Ammonchlorid und Form- 
aldehyd Methylenamino-acetonitril erhielten, durch Ersatz des Ammon- 
chlorids durch Methylaminsalz. Die Reaktion ist von Klages‘), Esch - 
weiler®), Delepine®), Heimrod’), Staudt bearbeitet worden. Es emp- 
fiehlt sich, entsprechend den Angaben von Staudt zu verfahren und 
die Reaktionstemperatur zwischen -- 5 und + 10° zu halten. Bei niederen 
und héheren Temperaturen sinken die Ausbeuten erhebhch. Zugabe von 
Kisessig (Klages) an Stelle von Kohlendioxyd erwies sich als ungiinstig 

Fiir die Gewinnung eines reinen Sarkosins in guter Ausbeute ist dic 
Vorreinigung des Nitrils von ausschlaggebender Bedeutung. Durch Destil- 
lation laBt es sich, wie auch schon Delepine fand, nicht reinigen. Ver 
selfung des Rohnitrils in der von Baumann angegebenen Weise fiihrt in 
schlechter Ausbeute zu einem Produkt, das infolge ziih anhaftender Ver- 
unreinigungen nur schwer zur Krystallisation zu bringen ist. Als Ver- 
unreinigungen kommen nicht-umgesetztes Methylamin und Methylimino- 
acetonitril | in erster Linie in Frage. Von diesen liBt sich das Aminoaceto- 
nitril durch fraktionierte Fallung mit alkoholischer Schwefelsiure nach 
Delepine abtrennen. Bei genauem Eimhalten der Arbeitsbedingungen ist 
die Hauptmenge des erhaltenen Sulfates bereits analysenrein. Durch dessen 
Verseifung mit Baryt und Entfernen des Baryts mit Schwefelsiiure erhiilt 
man ein reines Sarkosin in guter Ausbeute. 


Die Darstellung des Nitrils erfolgt entsprechend dem Vorgehen von 
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a) Darstellung von Methylamino-acetonitril 


34 g Methylamin-chlorhydrat (0,5 Mol) werden in 78 com Formalin (32,8°/) = 
0,85 Mol) gelést und eine Lésung von 33 g Kaliumcyanid (0,5 Mol) in 100 ccm 
Wasser unter Riihren und CO,-Kinleiten langsam zugetropft. Die Temperatur des 
sich erwarmenden Reaktionsgemisches wird durch Kiihlung und Regelung der 
Cyanidzugabe zwischen -+- 5 und + 10° gehalten. Nach Beendigung der Cyanid- 
zugabe laBt man I—2 Stunden bei Zimmertemperatur stehen, 4thert aus und 
trocknet die atherische Lésung mit Bariumoxyd. Nach Abdampfen des Athers 
wird das Robnitril mit 50 cem absolutem Alkohol versetzt und alkoholische 
Schwefelsiure (Schwefelsiure in absolutem Alkohol 1:2) bis zur eben sauren 
Reaktion gegen Lackmus zugegeben. Nach einigen Minuten saugt man ab und 
wascht mit kaltem Alkohol nach. Dieser erste Niederschlag, 2,9 g, enthalt Me- 
thylamin und einige Nebenprodukte. Das Filtrat versetzt man weiter mit alko- 
holischer Schwefelsiure bis zur sauren Reaktion gegen Methylorange. Nach 
kurzem Stehen in EKis—Kochsalzmischung wird abgesaugt und mit Alkohol nach- 
gewaschen. Das Produkt ist meist bereits analysenreines Sarkosin-nitrilsulfat. 
WeiBes, lockeres, etwas hygroskopisc hes Pulver, kry stallin. In Wasser sehr leicht 
léslich, wenig in absolutem Alkohol in der Warme, nicht léslich in Ather. Es kann 
aus wenig Wasser enthaltendem Alkohol umkrystallisiert werden. Schmelzp. 159 
bis 160° (korr.: 160,5—161,5°). Ausbeute an reiner Substanz: 41,8 g (70°/, d. Th. 
bezogen auf eingesetztes Methylamin). 

Zur Analyse bei 100° iiber P,O; getrocknet. 





2C,H,.N, + H,SO, (238,1) Ber. C 30,25 H 5,92 N 23,54 S 13,46 
Gef. >» BU,a2 = te te ee y ba,00 
3) R. Jay u. T. Curtius, B. 27, 59 (1894). *) A. Klages, B. 36, 1506 
) « j / , 
(1903). — 5) W. Eschweiler, A. 279, 39 (1894). S) M Delep ine, Bi. [3] 
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b) Verseifung von Methylamino-acetonitril-sulfat 


23,8 ¢ Sarkosinnitril-sulfat (0,2 Aquival.) werden in wenig warmem Wasser 
geldst und v orsichtig mit einer Lésung von 120 g Baryt (0,8 Aquival. ) in 200 ccm 
Wasser versetzt. Nach 1—2 Stunden lan gem E rhitzen im Olbad auf 120—130° ist 
die Verseifung beendet. Es wird, ohne abzukithlen, Schwefelsiure bis zur Ver- 


farbung von Kongopapier zugegeben, filtriert und im Vakuum bis zur beginnenden 


Krystallisation eingeengt. Man sibt etwas Alkohol zu und 1a8t auskry stallisieren. 


Ausbeute: 16 g Sarkosin (90°/) d. Th. bezogen auf Nitrilsulfat, 63°/) d. Th. 
bezogen auf hotly lew}, 


Schmelzp.: 200° (korr.: 202,5°Lit.: 201°, 210°). Umkrystallisiert aus waBrigem 
\ikohol; getrocknet bei 100° iiber P,O;. 
C,H-O,N (89) Ber. C 40,44 H 7,82 N 15,74 
ef. » 40,22 5 tee ,, 15,47. 


Zur Kenntnis der Urocaninsaure 
Von 
S. Edlbacher und Fr. Heitz 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Basel) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Marz 1943) 


In unseren fritheren Mitteilungen iiber den intermediiren Histidin- 
stoffwechsel wurde gezeigt, daB die Urocaninsiure durch ein Knzym, die 
Urocaninase, hydrolytisch zerlegt und unter Offnung des Imidazolringes 
Ammoniak gebildet wird. Aus dem Re aktionsgemisch lieS sich dann reine 
1-Glutaminsiure isolieren'). Die zu diesen Venus verwendete Urocanin- 
siure wurde nach dem Verfahren von Barger und Ewins?) dargestellt, das 
wir gemeinsam mit H. v. Bidder*) modifiziert haben. Zur Darstellung 
wurde aus |-Histidin die «-Imidazolylchlorcarbonsiure dargestellt und diese 
dann durch Behandlung mit Trimethylamin in die Imidazotyl-acrylsiiure 
(Urocaninsiure) iibergefiihrt. Als substituierte Acrylsiure kann nun die 
Urocaninsiure die Erscheinung der cis-trans-Isomerie geben. Ks war daher 
von Interesse, diese beiden isomeren Formen, namentlich in bezug auf ihr 
Verhalten gegen Urocaninase, zu priifen. 

Wir lassen es dabei zunichst dahingestellt, ob die aus Histidin dar. 
sestellte Saiure der cis- oder trans-Form entspric ht und wollen sie vorliiufig 
einfach als ,,Urocaninsiiure-a‘ bezeichnen. Nun ist es bekannt, dafi man 
durch Bestrahlung mit Ultraviolettlicht in manchen Fiillen die isomeren 
Formen der ungesittigten Verbindungen darstellen kann. Wir eri:inern in 
diesem Zusammenhange an die Beispiele Fumar-—Maleinsiiure und trans 
cis-Zimtsiure. Tatsichlich gelang es nun auch durch Bestrahlung einer 
Lésung von Urocaninsaure-a in 80°/,igem Alkohol mit Ultraviolettlicht die 


i) H. 276, 108 u. 117 (1942). — 2) Soc. 99, II, 2336 (1911). — 3) H. 276 
126 (1942). 
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isomere Form, die wir vorliiufig als ,,Urocaninsiiure-b*‘ 


bezeichnen wollen. 
zu erhalten. 


1 g Urocaninsiure-a (Schmelzp. 218°) werden am Wasserbad in 60 com 
80°/,igem Alkohol gelést und die zimmerwarme Lésung in einem Quarzkolhen von 
100 ecm 8 Stunden in einer Entfernung von etwa 20 cm vom Brenner der Hanauer- 
Analysenlampe exponiert. Das Koélbchen steht in schrager Lage und ist mit einem 
doppelt durchbohrten Kautschukstopfen verschlossen. Wahrend der Dauer der 
Bestrahlung wird ein Strom von Stickstoff durch die Lésung geleitet (eine Blase 
pro Sekunde), um die Fliissigkeit zu mischen und Ozon fern zu halten. Die Lésung 
farbt sich leicht braunlich. Sie wird mit etwas Tierkohle aufgekocht und das 
Filtrat am Wasserbade eingeengt. 

Die erste Krystallisation schmolz bei 218° und erwies sich als unverandertes 
Ausgangsprodukt. Sie krystallisierte in den typischen langen Nadelchen der Uro- 
caninsdure-a (etwa 0,2 g). Bei der Aufarbeitung der Mutterlauge krystallisierten 
besenférmige Nadelbiischel. Sie wurden abgesaugt und mit wenig Kiswasser ge- 
waschen. Sie schmolzen bei 175—176° (Ausbeute etwa 0,5 g). 

Beim Umkrystallisieren aus wenig Wasser blieb der Schmelzpunkt konstant. 

Diese Substanz ergab die folgenden Analysenwerte (Dr. Schoeller, Berlin): 





C,H,N,O, (138) Ber. C€ 52,17 H4,34 WN 20,29 
of » BO 45 +. Ba. 


Wahrend die Urocaninsiure-a mit 2 Mol Krystallwasser krystallisiert, 


stimmen die obigen Analysenwerte fiir die wasserfreie Saiure. Die Substanz ist 
somit isomer mit der Urocaninsaure-a. 


Es wurde auch das Nitrat und das Pikrolonat dargestellt. Beide Salze wiesen 
gegeniiber denen der Urocaninsaure-a deutliche Unterschiede im Schmelzpunkt auf. 


Urocaninsiure-a Schmelzp. 218° Urocaninsaure-b Schmelzp. 175—76° 


Nitrat ‘9 190° Nitrat , 156° 
Pikrolonat 268° Pikrolonat 55 243° 
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Die gewohnliche stabile trans-Zimtsiure hat einen Schmelzpunkt von 
134°, die cis-Formen derselben haben die Schmelzpunkte von 42, 58 und 68°. 
In Analogie dazu kime man demnach zu der Annahme, daf die Urocanin- 
siure-a die trans-Form und die durch Bestrahlung erhaltene niedrig 
schmelzende Urocaninsiure-b die cis-Form darstellt. Der exakte Beweis fiir 
die Annahme, da8 die so dargestellte Siure vom Schmelzp. 175° die cis-Form 
ist, steht aber noch aus. 

Die Tatsache, daB es uns im Gegensatz zu den Arbeiten von Kotake?’) 
und Mitarbeitern niemals gelang, Urocaninsiiure als Intermediirprodukt des 
Histidinstoffwechsels nachzuweisen, fiihrte uns zu der Annahme, da unsere 
zu den Belastungsversuchen (a. a. O.) verwendete Urocaninsiiure-a (Schmelz- 
punkt 218°) vielleicht die unnatiirliche Isomere dieser Verbindung wiire. 
Andererseits aber zeigte der enzymatische Abbau dieser Siiure durch die 
Urocaninase, da in ihr eine Verbindung vorliegt, die vom tierischen Orga 
nismus verarbeitet werden kann (a. a. O.) 

Wir untersuchten daher die enzymatische Spaltung der Urocaninsiiure-b 
(Schmelzp. 175°) durch Leberextrakt in der oft beschriebenen Weise mit 


der Folinschen Ammoniakmethode’) (sogenannter ,,Laugenfolin‘). 


4) H. 270, 38 (1941). — *} H. 270, 158 (1941). 
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Beispiel eines Versuches: 2 ccm Urocaninsiure-b m/10 neutral, 
5 ecm Rattenleberextrakt 1: 4 zentrifugiert, Phosphatpuffer m/15 pu 8,0 ad 
20 ccm 24 Stunden bei 38° unter Toluol. 























Enzym Urocaninsaure-b ccm n/50-Ammoniak 
5 -s-- 1,5 
5 2 2,6 
0 2 0,7 








Wie ersichtlich, ist die Ammoniakbildung im Gegensatz zum starken 
Abbau der a-Form minimal, denn theoretisch hitten 10 com n/10-NH, beim 
Freiwerden von einem Aquivalent Stickstoff entstehen miissen. Variierung 
der aktuellen Reaktion fiihrte ebenfalls zu keiner stiirkeren Zersetzung. 

Auf Grund dieser mehrfach wiederholten Versuche kommen wir dem- 
nach zum Schlusse, daB wahrscheinlich die aus Imidazolylchlorcarbonsiure 
dargestellte Urocaninsiiure-a vom Schmelzp. 218° die natiirliche Form 
dieser Verbindung ist, da sie von der in der Leber vorkommenden Uro- 
caninase abgebaut wird. 

Wenn es uns trotzdem niemals gelang, diese Verbindung als Intermediar- 
produkt des Histidinabbaues zu isolieren, so bestitigt dies nur neuerdings 
unsere Annahme, da der Histidinabbau iiber Urocaninsiiure ein Neben- 


weg ist, wihrend der Hauptweg durch direkte Imidazolringspaltung durch 
die Histidase stattfindet (a. a. O.). 


Zusammenfassung 


1. Die aus Histidin dargestellte Urocaninsiure-a geht durch Be- 
strahlung mit Ultraviolettlicht in eine niedriger schmelzende isomere 


b-Form iiber, deren Nitrat und Pikrolonat ebenfalls andere Schmelzpunkte 
zeigen. 

2. Im Gegensatz zur hochschmelzenden Urocaninsiiure-a wird die 
niedriger schmelzende Modifikation, die méglicherweise die cis-Form dar- 
stellt, durch die in der Leber vorkommende Urocaninase nicht angegriffen. 

3. Demnach wurden unsere friiheren Untersuchungen iiber das Ver- 
halten der Urocaninsiure im Organismus mit der Form durchgefiihrt, 
welche als natiirliches Intermediirprodukt anzunehmen ist. Kotake und 


Konishi’) geben auch an, da8 die von ihnen isolierte Urocaninsiiure den 
Schmelzp. 218—220° hatte. 


6) H. 122, 233 (1922). 
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Die biologische Oxydation der gesattigten und ungesittigten 
Fettsiuren mit der Kohlenstoffzahl von 16 und 18 
Von 
E, Annau, A. Eperjessy und Zs. L. Zathureezky 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Kolozsvar) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Marz 1943) 


Uber den oxydativen Abbau der Fettsiuren mit der Kohlenstoffzahl 
von 16 und 18 ist in Respirationsversuchen mit iiberlebendem Gewebe nicht 
viel zu berichten. Diejenigen Versuche, welche mit dieser Methodik ihr Ziel 
zu erreichen erstrebten, stieBen scheinbar auf untiberwindliche Schwierig- 
keiten, d. h. aus den Ergebnissen konnten keme Sa&tze von prinzipieller 
Wichtigkeit aufgestellt werden. Man ging im allgemeinen so vor, da man 
den Sauerstoffverbrauch des iiberlebenden Gewebes in Anwesenheit der 
Fettsiuren maf. Der so gemessene Sauerstoffmehrverbrauch ist aber 
gegeniiber den Kontrollen nicht eindeutig, und Differenzen, wenn iiber- 
haupt vorhanden, zumeist so minimal, daB daraus mit Sicherheit keine 
Schliisse gezogen werden kénnen. Die —- nach der Methodik von Warburg 
— gemessenen Sauerstoffwerte von L. Califano!) sind zu gering, um iiber- 
zeugend zu wirken. 

Da so der wihrend der Atmung verbrauchte Sauerstoff als MaB der 
Oxydation nicht geniigt, muB man andere Wege suchen, um den oxydativen 
Abbau der héheren Fettsiiuren festzustellen. In einer friiheren Mitteilung 
von E. Annau?) wurde darauf hingewiesen, da8 nur die Bestimmung des 
respiratorischen Quotienten (RQ.) uns iiber den Wert des Abbaues der Fett- 
siuren Bescheid geben kann. Das Ziel vorliegender Arbeit war daher, die 
Anderungen des RQ. am iiberlebenden, atmenden Lebergewebe (benutzt 
wurde Rattenleber) bei Anwesenheit von Fettsiuren mit der Kohienstoff- 
zahl 16 und 18 festzustellen. Untersucht wurden von den gesattigten Fett- 
siuren die Na-Salze der Palmitin- und Stearinsiiure, von den ungesittigten 
die Salze der Ol-, Linol- und Linolensiure. 

Wir bestitigen, dai die biologische Wertigkeit der Fettsiiuren nicht 
durch ihre Kohlenstoffzahl bestimmt wird, sondern durch die Zahl und die 
Lage ihrer Doppelbindungen. Dadurch werden die héheren Fettsiiuren in 
zwei voneinander getrennte Gruppen geschieden. In die erste Gruppe ge- 
héren die Palmitin-, Stearin- und Olsiiure. Diese 3 Fettsiiuren und wahr- 
scheinlich die niederen, gesittigten und einfach ungesiittigten, scheinen 
betreffs ihres oxydativen Abbaues eine gemeinsame Gruppe zu bilden und 
senken den RQ. Sie bilden bei ihrer Oxydation Acetonkorper und unter- 
liegen wahrscheinlich der /-Oxydation nach Knoop. , 





1) L. Califano, Bio. Z. 289, 354 (1987). — 2) B. Ann 
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Tabelle I 


Biologische Oxydation der Fettsauren usw. 
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| : | “Mittel- 
Ne, Verstiche I. IL. III. M4 
ize 62 126 147 
O, 139 70 89 114 
130 102 66 128 
— 108 59 109 157 
! Kontrollversuche CO. 106 65 79 120 
77 78 60 212 
0.88 0,99 O85 1.06 
RQ. 0,76 0,92 0,88 1,05 0,89 
0,60 0,76 0,99 0,99 
192 188 120 
Ds 117 S6 116 
151 92 153 
or _ 
2 Natrium-Palmitat, © -* - sie 
Mol /200 CO, iQ 54 66 
eee 84 61 10] 
0,65 0,60 0,58 
RQ 0,59 0,62 0,56 0,60 
0,55 0,65 0.65 . 
118 136 
O, 103 92 
127 1360 
, . 57 53 
5) Natrium-sStearat, ' or 
Mol /200 x | 2 ~ 
id aan 
' 0.48 0,46 
RQ. 0,33 0,51 0,45 
i Q.55 Q,47 
130 148 135 65 
O, 138 126 134 64 
164 122 
; ee ee 89 48 75 34 
’ am Mc apes mre co. | 55 49 35 
sali aaa 69 49 
0,08 0,32 Q,55 O,d59 
RQ. 0,51 0,43 0,37 0,57 0,49 
(),42 0,40 


























Es ist nicht ohne Interesse, da die einfach ungesiittigte Olsiure in 
ihrer Wirkung der gesittigten Palmitin- und Stearinsiure gleichkommt. 
Dieses Verhalten der gesiittigten Siiuren fiihrt zu der Auffassung, da} die 
erste Stufe des Fettabbaues eine einfache Desaturation ist, wodurch die 
schwerléslichen gesittigten Fettsiuren 
zuginglichere Form gebracht werden und es eigentlich die Olsiure ist, 
welche der 6-Oxydation unterliegt. Daher bezeichnen wir die ganze Gruppe 


in eine fiir fermentative 


Prozesse 
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als Olsiuregruppe. Diese Auffassung wird unterstiitzt durch die Befunde 
von K. Lang und Mitarbeiter*) und E. Annau und Mitarbeiter), die ein 
gut definiertes KEnzymsystem nachweisen konnten, welches die gesiittigten 
hdheren Fettsiuren nur bis zur Olsiiure dehydriert. Die 2—3fach un- 
gesiittigten Stearinsiuren scheinen oxydativ nicht — wie wir das auch spiiter 


sehen werden — mit der einfach ungesittigten Olsiiure enzymsystematisch 
zusammenzuhingen. 


In die zweite Gruppe gehoren die Fettsiuren mit 2, 3 und wahrschein- 
lich auch 4 Doppelbindungen, also Linol-, Linolen- und médglicherweise 
Arachidonsiure. Ihr Verhalten im oxydativen Abbau ist ein von den iibrigen 
verschiedenes und sie weisen auch untereinander Differenzen auf. Demnach 
bilden sie keine so geschlossene Gruppe wie die Olsiiuregruppe. 

Zuerst weisen wir auf die ganz besondere, richtende Rolle der Linol- 
siiure hin. Zum atmenden Lebergewebe allein gegeben verhilt sie sich wie 
die Siiuren der Olsiuregruppe, d.h. sie senkt den RQ. Mit Olsiure zu- 
sammen gereicht, lift sie den RQ. ansteigen. 


Tabelle I] 





Nr. Versuche L Il. mt Mm 
107 132 176 124 
0 122 BS 196 199 
~2 198 106 150 121 
143 203 
—— 73 6] 123 54 
| Natrium-Linolat, 2 62 74 124 56 
Mol/100 CO, 114 74 100 45 
119 93 
0,68 0,45 0,69 0,41 
0,50 | 0,44 | 0,63 028) .- 
RQ. 1 o571 0691 066 | 037) 4 
| 0,82 0,45 
99 110 139 96 
O 79 97 153 112 
2 SU 142 
211 
2 | Natrium-Oleat, Na- 113 90 117 78 
trium-Linolat, CO. 87 105 107 117 
Mol/200 . 104 123 
172 
1,14 0,82 0,84 0,81* 
1,10 1,09 0,69 1,04 . 
2 ’ * ) 5 
R Q). 1,30 0,86 0,95 
0,81 





























') K. Lang u. Mitarbeiter, H. 261, 240, 249 (1938): 262, 120, 123 (1939) 
4) K. Annau u. Mitarbeiter, H. 277, 58 (1943). 
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Fortsetzung von Tabelle Il 




















re ay, | Mittel- 
Nr. Versuche i Il. III. IV. wiek 
107 131 100 
O 131 142 112 
2 137 171 90 
153 
3 . 58 66 44 
3 | Ammonium-Chlorid, 0 69 6] 43 
10 mg CO, 44 100 46 
62 
0,56 0,50 0,44 
0,51 | 0,50 | 0,39 . 
RQ.) 032] 059] O51 0,47 
7 | ae 0,40 
69 83 94 
O, iz 86 92 
rm 9 2 
4 | Ammonium-Chlorid, of 120 of 
10 mg 55 70 77 
q ome . ( > 
Natrium-Linolat, CO, = “ae 
Mol/200 : 
0,79 0,84 0,82 
RQ. 0,75 0,87 1,00 0,83 
0,80 0,87 0,81 
160 143 75 
0 134 128 17 
“2 108 110 81 
97 
5 | Ammonium-Chlorid, sii 79 | 
10 me Li 40 
© CO 71 70 37 
Natrium-Linolenat, oe 58 55 37 
Mol/200 53 
0,48 0,55 0,53 
, 0,51 0,54 0,49 
BQ] 653] 0.50 | 0,47 0,51 
0,54 








Diese Ergebnisse stimmen gut mit den Befunden von S. Skraup und 
Mitarbeiter*) iiberein, die in Versuchen an lebendem Tiermaterial zuerst auf 
diese Kigenschaft der Linolsiiure hinwiesen, die aber durch ausgedehnte 
Untersuchungen aus dem Oppauer Werk der I. G. Farbenindustrie nicht 
bestatigt wurde® *). 

Die Beobachtung, da der Linolsiure im tierischen Fettstoffwechsel 
eine richtende Rolle zukommt, konnten wir auch auf eine andere Weise 
unterstiitzen. In emer Arbeit von EK. Annau’) wurde gezeigt, da® iiber- 





5) S. Skraup u. Mitarbeiter, H. 259, 1 (1939). — 6) Appel, Berger, BGhm. 
Keil u. Schiller, H. 266, 158, bes. 169 (1940). — 7} Keil, H. 274, 175 (1942). 


8\ 


} KE. Annau, H. 224, 141, (1934) 
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lebendes, atmendes Lebergewebe in Gegenwart von Ammoniak, besonders 
bei gleichzeitiger Anwesenheit von Brenztraubensiure, Acetonkoérper bildet. 
N. L. Edson’) wies nach, da diese Wirkung von Ammoniak eine allgemeine 
ist, d. h. daB sie sich auf simtliche ketogene Fettsiuren bezieht. Diese 
Beobachtung lieS annehmen, da8 dem Ammoniak eine wichtige Rolle im 
Fettstoffwechsel zukommt, und zwar im Sinne einer Mobilisation, wodurch 
die Fette im erhéhten Mae zum Abbau kommen. Tatsiichlich wird der 
RQ. des atmenden iiberlebenden Lebergewebes in Gegenwart von Ammo- 
niumchlorid gesenkt, und zwar so, wie wenn ein Glied der Olsiuregruppe 
dem Gewebe zugegeben wire; d. h. es werden Fettsiiuren abgebaut. Gibt 
man nun mit dem Ammoniumchlorid gleichzeitig Linolsiure, so steigt der 
RQ. zur Norm, d. h. die Verbrennung der durch Ammoniak mobilisierten 
Fette wird durch die Anwesenheit von Linolsiure gerichtet bzw. auf einen 
anderen Weg gewiesen. Oder aber es kann auch angenommen werden, da 
das Ammoniak die steuernde Wirkung der in physiologischer Konzentration 
anwesenden Linolsiiure hemmt, und daB es dadurch zu einer Umstellung der 
Oxydation kommt. Diese Wirkung des Ammoniaks kann dann wieder durch 
die im Uberfiu8 zugegebene Linolsiure ausgeschaltet werden. 

Linolensiiure besitzt diese Wirkung nicht, denn der RQ. wird bei gleich- 
zeitiger Anwesenheit von Ammoniumchlorid und Linolensiiure ebenso 
gesenkt wie ohne Linolensiure. 


Tabelle UI 

















Nr. Versuche 1. Kimin == 
wert 
—_ Mol ccm] Mol/200 | Mol/300 | Mol/200 Mol/200 ; 
118 109 #81132 +| 87 
0. 114 1ll 137 89 
83 101 87 
1 Natrium-Linolenat 147 141 140 113 
CO, | 108 133 167 88 
103 ill 87 
1,25 1,28 1,06 1,29 
RQ. 0,94 1,20 1.21 0.99 | 1,23 
, 1,22 1,07 i. 
Mol cem| 100/100 100/200 | 100/400 | 100/1000 
81 jo2 =| 201 144 
O, 100 125 51 152 
. n 87 147 167 138 
2 Natrium-Oleat 
i ig og 84 123 150 93 
Natrium-Linolenat CO, 104 194 26 69 
88 153 104 65 
1,04 1,20 0.57 0,64 
RQ. 1.04 1.47 0.50 0.45 
1.0] 1.04 0.62 48 























®} N. L. Edson, Bioch. J. 29, 2082 (1933 
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Die Rolle der Linolensiure im oxydativen Stoffwechsel scheint eben- 
falls von besonderer Bedeutung zu sein. Zum iiberlebenden Gewebe allein 
gegeben erhdht sie den RQ. ganz bedeutend, so da8 dieser iiber ein Zehntel 
iiber die Einheit zu legen kommt. Dies ist eine Hohe, welche wir nur bei 
der Veratmung von Kohlenhydraten oder deren Abkémmlingen wie Brenz- 
traubensiure, erhalten. Die eigentliche Quelle dieser grof{en Mengen von 
Kohlensiure konnten wir bisher nicht erfassen, wenn auch dafiir verschiedene 
Erklarungen sich bieten. Auch wissen wir bisher noch nicht, ob die Kohlen- 
siure unmittelbar aus der Fettsiiure stammt oder aber, ob in deren Gegen- 
wart eine gréBere Menge von Kohlenhydrat zur Veratmung kommt. Dies- 
betreffend ist es interessant, daB Hinsberg!®) in klinischen Versuchen mit 
ungesittigten Fettsiiuren eine ausgesprochene antiketogene Wirkung ge- 
funden hat. In unseren Versuchen konnten wir dagegen keine eindeutigen 
Resultate erhalten. 


Nach unseren Versuchen scheint der Linolensiure — der Linolsiure 
gegeniiber — keine spezifische Rolle beim oxydativen Fettabbau zu- 


zukommen. Mit Olsiure zusammen gegeben erhéht sie nur dann den RQ., 
wenn ihre Menge der Olsiure gegeniiber nicht zu gering ist. Diese Er- 
héhung des RQ. ist aber auch nicht erheblich und iibersteigt nicht die 
Werte, welche man mit Linolensiure allein erhailt. Nimmt die Menge der 
Olsiiure aber gegeniiber der Linolensiure zu, dann sinkt der RQ., als ob Ol- 
siure allein verbrennen wiirde. 


Methodisches 


Zu den Versuchen benutzten wir die Leber 24 Stunden gehungerter Ratten, 
welche durch Enthaupten verblutet wurden. Aus der nach dem Tode sofort 
herausgenommenen Leber wurden Schnitte nach Warburg hergestellt, davon je 
0,20 g in die einzelnen Atmungstrége schnell hineingewogen. Als Atmungsfliissig- 
keit dienten 2,5 Milliliter m/15-Phosphatpuffergemisch von py 7,4. Die Seiten- 
birne des Atmungstroges enthielt 0,5 Milliliter 50 vol.-°/,iger Schwefelsaure. 
Die frisch vor dem Versuch abgewogenen Fettsauren wurden mit kleinsten Mengen 
von 10°/,iger Natronlauge versetzt und ebenfalls in Phosphatpuffer aufgenommen 
und nachher auf 50° C erwarmt. Aus der so bereiteten Emulsion maBen wir die 
gewinschte Menge in die Atmungstrége. Ein Atmungstrog erhielt zumeist 
0,5 Milliliter der m/100-Fettsaureemulsion. In den Versuchen, wo mit 2 Fett- 
siuren gearbeitet wurde, wurden von der Emulsion je 0,25 Milliliter hineinpipettiert. 
Um neben dem Sauerstoffverbrauch die Kohlensiureproduktion zu bestimmen, 
bedienten wir uns folgender einfacher Methodik. Benutzt wurden einfache 
Atmungstrége mit einem zentralen Einsatz und Seitenbirne. In dem Einsatz 
wurde ein kleiner gestielter Kelch eingestellt, welcher eine Rolle Filtrierpapier und 
2—3 Tropfen 40°/,ige Barcroft-Lauge enthielt. Damit wurde die Kohlensiure 
gebunden. 

Der Verlauf eines Versuches gestaltete sich also folgendermaBen: In die 
Atmungstrége wurde zuerst die Versuchsfliissigkeit und in die Seitenbirne die 
Schwefelsiurelédsung hineingemessen, danach wurden die Leberschnitte auf einer 
empfindlichen Tarierwaage hineingewogen. Zuletzt wird der vorbereitete gestielte 
Kelch mit der Barcroft-Lauge gefillt und in den EKinsatz gestellt und der 
Atmungstrog so schnell wie méglich auf dem Manometer befestigt. Die Tempe- 
ratur der GefiBe wird bei geschlossenem Hahn im Wasserbade unter Schiitteln 


0) Hinsberg, Klin. Wschr. 12, 1601 (1933); Z. ges. exp. Med. 98, 62 (1934). 
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ausgeglichen, welche Prozedur 10 Minuten in Anspruch nimmt. Nach Verlauf 
dieser Zeit wurde in drei zur Kontrolle dienende AtmungsgefaBe die Schwefei- 
siure aus der Seitenbirne eingekippt und danach 15 Minuten weiter geschiittelt. 
Diese 3 Manometer dienen zur Bestimmung der praformierten Kohlensaure. Die 
iibrigen 3 Manometer dienen zum Hauptversuch, um den Verbrauch an Sauerstoff 
und die Produktion an Kohlensaure zu bestimmen. Die Zeitdauer eines Versuches 
betrug 45 Minuten. Nach Verlauf der Versuchszeit werden die Manometer ab- 
gelesen und zur Bestimmung der Kohlensaure wie oben bei den Kontrollversuchen 
angegeben, verfahren. Dann werden die Manometer aus dem Wasserbade ge- 
nommen und die Kelche, mit einer feinen Pinzette gesondert von Filtrierpapier- 
streifen, in einen schon vorher vorbereiteten, groBeren Atmungstrog mit einem 
Volumen von ungefahr 40 Milliliter hineingebracht. Die Atmungstrége, die keinen 
Kinsatz enthalten und zur Ermittlung der Kohlensaurewerte dienen, sind folgender- 
maBen vorbereitet: In das HauptgefaB kommen 4,5 Milliliter kohlensdurefreies 
destilliertes Wasser und 1 Tropfen Phenolpkthaleinlésung, in die Seitenbirne 
0,5 Milliliter 50 vol.-°/,iger Schwefelsiure. Nach Ausgleichen der Tempe- 
raturen werden die Manometer aus dem Wasserbade herausgehoben und nach 
Kinkippen der Schwefelsiure — bei geschlossenem Hahn — kraftig durchgeschiittelt 
und wieder ins Wasserbad zuriickgesetzt. Es ist nétig, das Durchschiitteln 2—3mal 
zu wiederholen. Nach ungefaihr 15 Minuten hat sich das Gleichgewicht eingestellt 
und das Manometer kann abgelesen werden. Der Mittelwert der 3 Vorversuche 
wird von den Kohlensiurewerten der Hauptversuche abgezogen und so wird die 
wahrend des Versuches gebildete Kohlensiuremenge bestimmt. 





Zusammenfassung 


Ks wurde der RQ. der atmenden, iiberlebenden Rattenleber im War- 
burg- Versuch, in Gegenwart von gesittigten und ungesittigten Fettsdiuren, 
mit der Kohlenstoffzahl von 16 und 18 bestimmt. Zur Untersuchung 
kamen Palmitin-, Stearin-, Ol-, Linol- und Linolensiure. Aus den Versuchen 
ergab sich, da8 Palmitin-, Stearin- und Olsiure gegeniiber der Kontrolle 
den RQ. senken. Linolsiure allein erniedrigt ebenfalls den RQ. Linolsiure 
zusammen mit Olsiure laBt den RQ. bis ,,zu einer scheinbaren Kohlenhydrat- 
verbrennung steigern®. In Anwesenheit von Ammoniumchlorid wird der 
RQ. ebenfalls erniedrigt. Bei gleichzeitiger Gegenwart von Linolsiure wird 
aber der RQ. erhoht. Linolensiure allein erhéht den RQ. iiber die Einheit 
hinaus. Ist neben Linolensiure auch Olsiure in der Atmungsflissigkeit im 
Uberma8e vorhanden, so wird der RQ. gesenkt. 























Bd. 279 (1943) 


on] 
aye 
New 


Uber das Vorkommen von Acetylcholin 
im hell- und dunkeladaptierten Auge 
Von 
V. Lange 
‘Aus dem Zoologischen Institut der Universitit Halle a. d. Saale). 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. April 1943) 


Einleitung 


Die fordernden und hemmenden Nerveneinfliisse auf die Licht- und 
Dunkelwanderung der Staibchen und Zapfen beruhen auf einer stofflichen 
Grundlage, die die Existenz von 4, je nach Reizzustand von 2 Nervenfasern 
abgeschiedenen Neurohormonen voraussetzt (v. Studnitz') 1937, v. Stud- 
nitz und Wigger?) 1937, v. Studnitz und Loevenich®) 1943). Bei der 
Suche nach derartigen Wirkstoffen wurde im Acetylcholin als einziger von 
allen zur Priifung gelangten Substanzen ein Stoff gefunden, der die Stib- 
chen- und Zapfenwanderung antagonistisch beeinfluBt, also im Sinne der 
Neurohormone wirkt (v. Studnitz und Kosaroff*) 1942). Ks ist daher sehr 
naheliegend, einen dieser Wirkstoffe im Acetylcholin zu vermuten, zumal 
es nach Therman?) (1938) in der Wirbeltierretina vorkommen soll. Die 
nun geschilderten Untersuchungen sollten priifen, ob Acetylcholin tatsiich- 
lich in der Netzhaut anwesend ist und ob sich die Bildung dieses Neuro- 
hormons in Abhingigkeit vom AuSenreiz (Belichtung bzw. Verdunklung) 
vermehrt oder vermindert. 

Da Kuhn, Wieland und Huebschmann’®) (1939) das Acetylaneurin 
als einen weiteren chemischen Vermittler der Nervenerregung beanspruch- 
ten, wurde der Versuch unternommen, auch nach diesem Wirkstoff in der 
Retina zu fahnden. Leider war aber die Nachweisreaktion dieser Verfasser 
auf Acetylaneurin am Rattendarm nicht reproduzierbar (vgl. schon: 
v. Briicke’) 1941), so da sich die Untersuchungen auf das Acetylcholin 
beschrankten. 

Die Arbeit wurde auf Anregung von Herrn Prof. v. Studnitz durch- 
gefiihrt. 

Methodik 


Zum Nachweis des Acetylcholins wurde der Blutegeltest in Anlehnung an 
Kibhner (1917)%) und Minz (1932)%) verwendet. Praparation in der iiblichen 


) G.v. Studnitz, Naturw. 91, 177—184 (1937). 
2) G.v. Studnitz u. H. Wigger, Verh. dtsch. zool. Ges. Bremen 1937. 


°) Gv. Studnitz u. H. K. Loevenich, Biol. gen., im Druck. 
4) G.v. Studnitz u. G. Kosaroff, Z. vergl. Physiol. 29, 418—432 (1942). 
5) Therman, Acta Soc. Fenn. Sci. fenn. 2, (1938). 
8) R. Kuhn, Th. Wieland u. H. Huebschmann, H. 259, 48 (1939). 
) 


Th. v. Briicke, Wien. klin. Wschr. 54, 1—12 (1941). 
6) H. Fihner, A. Pth. 82, 107 (1917).— %) B. Minz, A. Pth. 168 (1932). 
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Weise. Lange des Praparates 2 cm. (Aus einem EKgel wurden im allgemeinen zwei 
Priparate gewonnen.) AnschlieBend halbstiindige Spiilung in bicarbonatfreier 
Froschringerlésung. Dann wurde das Praparat durch einen Schreibhebel an ein 
Kymographion angeschlossen und noch weitere 15 Minuten in der mit Luft durch- 
perlten Ringerlésung belassen, die sich in einem BadegefiB von 25 ccm Inhalt 
befand. Nach dem Aufenthalt in der Ringerlésung wurde eine kurze Grundlinie 
geschrieben und im Anschlu8 daran mit 25 ccm einer Kserinlésung von 1 : 100000 
bzw. 1: 200000 (je nach Jahreszeit), die in ein neues BadegefaiB gegeben wurde. 
15 Minuten lang sensibilisiert. Auch danach ist eine Grundlinie aufgenommen 
worden, um eine eventuelle Tonusinderung des Priaparates festzustellen. 

Die Eichung der Reaktionen durch standardisierte Acetylcholinlésungen 
erfolgte auf die folgende Weise: Jeweils 15 ccm der betreffenden Acetylcholin- 
l6sung wurden im Gemisch mit 10 ccm Eserinlésung einer oben erwahnten Kon 
zentration dem Priparat wiederum in einem neuen Badegefa8 zugefiihrt. Zu 
‘edem Versuch fand ein neues Praparat Verwendung. 

Im Verlauf von ungefahr 50 Blutegelversuchen gelangten die verschiedensten 
Acetylcholinkonzentrationen zur Priifung, von denen einige in Fig. la—c dar- 
gestellt sind. 


Die eigentlichen Versuche sind nun an der Retina des Frosches durch- 
gefiihrt worden. 


Zur Untersuchung der helladaptierten Netzhaut wurden 20 Retinae von 
3 Stunden lang bei Tageslicht helladaptierten Tieren in einem kleinen Porzellan- 
morser bei sofortiger Zugabe einer KEserinldsung von 1: 100000 zerrieben und 
_ danach auf 15 ccm Eserinlésung gleicher Konzentration aufgefiillt. Die Priifung 
dieser Netzhautlésung geschah in der oben entwickelten Weise, nur wurden statt 
10 ccm Kserin die gleiche Menge bicarbonatfreier Ringerlésung zur Auffillung 
auf insgesamt 25 com Flissigkeit verwendet. — Im anderen Falle wurden 20 Netz- 
haute von vollstandig dunkeladaptierten Fréschen nach Praparation bei rubin- 
rotem Licht entsprechend den Hellretinae behandelt. Zum Unterschied hiervon 
wurde aber der gesamte Untersuchungsproze8 bis zur Priifung der Netzhaut- 
ldsung am Blutegelpraparat bei vollstandiger Dunkelheit vorgenommen. 


Ergebnisse 


Als beliebig herausgegriffene Versuchsbeispiele belegen Fig.2 und 3 
in eindeutiger Weise das Vorkommen von Acetylcholin sowohl in der be- 
lichteten als auch in der dunkeladaptierten Netzhaut. Die Menge des ge- 
bildeten Wirkstoffes war, wie in den hier abgebildeten Fillen, in den Hell- 
retinae stets wesentlich geringer als in den Dunkelnetzhiuten. 


Kin Vergleich der Dunkelretinakurve (Fig. 2) mit der Standardkurve. 
die durch eine Acetylcholinkonzentration von 10-5 verursacht wird (Fig. 1b). 
offenbart eine groBe Ahnlichkeit beider Kurvenbilder, die durch das Aus- 
messen der Hohen, die diese Kontraktionskurven mit ihren verlingerten 
Grundlinien nach 25 Sekunden bilden, rechnerisch erfaBt werden kann. So 
ergibt sich fiir die Dunkelretinakurve ein diesbeziiglicher Wert von 30,5 mm. 
fiir die Acetylcholinkurve von 10-° ein solcher von 31,5 mm. Diese auf- 
fallende Ubereinstimmung fiihrt zu dem SchluB, die Acetylcholinkonzen- 
tration der Dunkelnetzhautlosung als im Bereich von 10-> liegend zu be- 
trachten. Demnach wiirden 20 Dunkelnetzhiute (Frischgewicht 0,5 g), die 
j2 — wie schon erwihnt — in 15 ccm KEserinlésung aufgenommen wurden. 
die Menge von 150y Acetylcholin enthalten 
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Wird ebenso die Hellnetzhautkurve (Fig. 3) mit den Standardkurven 
verglichen, so ergibt sich eine Ahnlichkeit mit der Acetylcholinkurve von 
10-® (Fig.1c). Das Ausmessen der Hohe der Hellnetzhautkurve nach 
25 Sekunden liefert den Wert von 9 mm, das der Acetylcholinkurve 10~° 
den von 13mm. Daher kann die Kontraktion des Blutegelmuskels nach 
Kinwirkung der Hellnetzhautlésung auf eine Acetylcholinkonzentration von 
ungefihr 10-® guriickgefiihrt werden. Das wiirde fiir 0.5 ¢ Hellnetzhiute 
emer Menge von 15y Acetylcholin entsprechen. 
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Der Unterschied zwischen dem Acetylcholingehalt der Dunkelnetzhaut 
und demjenigen der Hellretina ist also offensichtlich. 

SchheBlich wird, um eine mégliche Verstiirkung der Blutegelkontraktion 
durch die EKinwirkung von Aneurin auszuschalten, eine Dunkelnetzhaut- 
ldsung 30 Minuten lang mit UV-Licht*) bestrahlt. Auch nach dieser Vor- 
behandlung war noch eine, wenn auch deutlich geringere Kontraktion nach- 
zuweisen. Dieser Versuch stiitzt den Befund, nach dem in der Dunkelretina 
mehr Acetylcholin gebildet wird als in der Hellnetzhaut, da die in diesem 
Kalle erhaltene ,,Restkontraktion’“ bestimmt auf die EKinwirkung von 
Acetyleholin zuriickzufiihren ist und da bei den Versuchen mit dieser Kgel- 
serie Hellnetzhautlésungen hin und wieder gar keine Kontraktionen mehr 
verursachten. (Leider konnten diese Untersuchungen nicht weiter aus- 
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cebaut werden, da die Lieferung der Blutegel, durch die Jahreszeit bedingt, 
aufhérte und die vorhandenen Tiere oft unregelmiBig auf Acetylcholin 
ansprachen.) 


Zusammenfassung 


Am Blutegelpriiparat gepriifte waBrige Losungen aus hell- und dunkel- 
adaptierten Froschnetzhiiuten ergaben folgenden Befund: 

1. In der Netzhaut ist Acetylcholin vorhanden. 

2. Dieser Wirkstoff tritt in der dunkeladaptierten Netzhaut deutlich 
vermehrt auf. 


Zur Kenntnis 
der biologischen Bedeutung der héheren verzweigten Fettsauren 


I. Mitteilung 
Yon 
Ng. Ph. Buu-Hoi und Paul Cagniant 
(Aus dem Organisch-Chemischen Laboratorium der Ecole Polytechnique Paris) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. April 1943) 


Die umfangreichen Untersuchungen von R. J. Anderson und seiner 
Schule!) iiber die chemische Zusammensetzung der siiurefesten Bacillen, zu 
denen die Erreger der Tuberkulose und der Lepra gehéren, haben gezeigt, 
daB diese Mikroorganismen in ihrem, Lipoidanteil seltsame hochmolekulare 
Fettsiuren enthalten, denen nach Versuchen von Sabin, Doan und Mit- 
arbeitern sehr bemerkenswerte biologische EKigenschaften zukommen. Den 
bisher am besten bekannten (aber anscheinend nicht den wichtigsten) Ver- 
treter dieser ganz ungewodhnlichen Klasse von organischen Naturstoffen 
stellt die Phtionsiure C,,H,,-CO,H dar. Diese fliissige optisch-aktive Ver- 
bindung erzeugt bei normalen intraperitoneal injizierten Tieren die Bildung 
von Monocyten, epithelioiden und spezifischen Riesenzellen des Langhans- 
Typus, d.h. den charakteristischen Bestandteilen eines tuberkulésen Ge- 
webes. Zur chemischen Konstitution dieser Verbindung weisen die von 
Th. Wagner-Jauregg ausgefiihrten Oxydationsversuche?) einerseits und 
die Gesamtheit der physikalischen Eigenschaften andererseits [besonders 
der niedrige Schmelzpunkt von 20—21°, und das von Stenhagen und 
Staillberg*) beobachtete Vermégen, stark zusammengedriickte mono- 
molekulare Oberflachenfilme zu bilden], auf die Struktur einer Trialkyl- 
essigsiiure von der Formel: 


*) Zusammenfassende Darstellung in: Fortschritte der Chemie organischer 
Naturstoffe 3, 145. Wien 1939. — *) H. 247, 135 (1937). — %) J. of Biol. Chem. 
189, 345 (1941). 
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ae 
CH,—(CH,)y G~C—-CO,H, wobei x und y= 8 bis 13 
CH,—(CH,,/ z= 0 oder 1 


Nach Robins@m‘) (Oxford) soll der Phtionsiure am wahrscheinlichsten 
die Formel einer Athyl-n-decyl-n-dodecyl-essigsiure (x = 9, y= 11, 
z= 1) zukommen. Da eine Verbindung von dieser Zusammensetzung trotz 
vieler Versuche noch nicht synthetisiert worden ist, wandten sich Robinson 
und Birch der Synthese von leichter gewinnbaren Pthionsiiuremodellen zu, 
ndmlich. von Di-n. octyl-methyl-essigsiiure (1) und o.«-Dimethyl-laurin- 
siure (II); die letzte Verbindung ist schon vor lingerer Zeit von A. Haller 
und Bauer beschrieben worden®). Auffallenderweise haben die von Teorel] 
(Uppsala) ausgefiihrten biologischen Versuche gezeigt, daB die Verbindung (I) 
dieselben Zellenreaktionen wie die Pthionsiiure erzeugt und da (IT), intra- 


CH,—(CH,),\ CH, 
| 
CH,—(CH,),-YC—CO,H CH,—(CH,),—C—CO,H 
ee i CH, 


peritoneal injiziert, bei Kaninchen Bauchfellentziindung, Leukiimie und 
schheBlich Tod verursacht. Im Gegensatz hierzu erwies sich die ihnlich 
gebaute /, $-Di-n-octyl-n-buttersiiure (III) trotz ihrem Verzweigungsgrad 
als vollkommen wirkungslos. 
CH, (CH), 
CH,—(CH,), *C—CH,—CO,H — "Neu —co,u 
Sab - CH,—(CH,), ry 


) 


CH,—(CH,), 


nw 


“AnlaiBlich experimenteller Versuche auf dem Gebiet der Chemotherapie 
der Tuberkulose und der Lepra mittels verzweigten hochmolekularen Alkohol- 
bzw. Fettsiiureabkémmlinge®), konnten wir oftmals beobachten, da eine groBe 
Anzahl von den gepriiften Verbindungen, besonders «-substituierte Alkyl- 
essigsiureester sowie die meisten Chaulmoogra- bzw. Chaulmoogradélderivate, 
ja Hydnocarpussiiure selbst, die sonst eine gute therapeutische Wirkung ent- 
falten, sehr starke Gewebsreizungen hervorrufen. Uber ahnliche Ubelstinde 
bei der klinischen Anwendung von Di-n-heptylessigsiure (IV) und Ver- 
bindungen der A,-Cyclopentenylreihe hatte auch de Lara (Culioninsel) 
vor liingerer Zeit schon berichtet. Ob dieser Reizungseffekt von der gleichen 
Natur wie die toxische Wirkung der Phtionsiiure ist oder einem, ganz anderen 
Typus von Zellenreaktionen entspricht, werden weitere Tierversuche ent- 
scheiden. Jedenfalls muf man schon jetzt die Tatsache hervorheben, daB 
die Reizungserscheinungen mit dem Siattigungsgrad und der Zahl der 
Kohlenwasserstoffreste eng zusammenhingen. Nun kommt aber auf- 
fallenderweise noch eine wichtige biologische Eigenschaft der Verzweigung 
der Molekiile von héheren Fettsiiuren zu, nimlich die wachstumshemmende 
Wirkung auf die siurefesten Bacillen. Wie die umstiindlichen Unter- 








4) Soc. 1940, 508. 6) A. ch. 1, 15 (1914). — *) Noch unverdffentlicht. 
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suchungen von R. Adams und Mitarbeiter’) gezeigt hatten, bieten die 
héheren Fettsiuren der Normalreihe bakteriologisch kein besonderes 
Interesse, wiihrend verschiedenartige substituierte Essigsiuren der ali- 
cyclischen sowie der rein aliphatischen Reihen sehr stark bakteriostatisch 
wirken, vorausgesetzt, da8 ihr Molekulargewicht nur zwischen gewissen 
jrenzen liegt. Z. B. ist Palmitinsiure vollkommen wirkungslos, waihrend 
o-Methyl-pentadecansiiure (V) schon bei der Konzentration von 1 : 62000 
das Wachstum von Mycobacterium leprae merklich hemmt. Das gleiche 
ist der Fall, und darauf sei hier besonders hingewiesen, auch fiir die Tuber- 
kulostearinsiure (VI), die von Anderson und Chargaff im fliissigen Fett- 
siuregemisch aus Kochs Bacillen aufgefunden wurde, nach denselben 
Autoren. In diesen Beobachtungen sehen wir eine vielversprechende Briicke 
zwischen Chemismus und Pharmakologie der von siurefesten Keimen 
erregten Infektionen. 

Wenn man diese verschiedenen experimentellen Ergebnisse in Betracht 
zieht, dann liegt der Gedanke nahe, das gesamte Gebiet der verzweigten 
hédheren Fettsiiuren, und besonders der Trialkyl-essigsiuren von chemischer 
sowie von biologischer Seite naiher zu erforschen. 

Wihrend eine gewisse Anzahl von niedrigeren «,«-disubstituierten 
FKettsiuren schon vor laingerer Zeit dargestellt worden sind [nimlich die 
Pivalinsiiure (CH,),C—CO,H von Butlerow’), die Dimethyl-iithyl-essigsiiure 
(C,H;)(CH,),C-CO,H von Wyschnegrasky’), die Methyl-diithyl-essig- 
siure (C,H,;).(CH,)C-CO,H von Schdanow!*) und schheflich die von 

CH,—(CH,),,—CH—CO,H CH,—(CH,),—CH—(CH,),—CO,H 

| 


Vv CH, VI CH, 

Haller und seinen Schiilern!) dargestellten Dimethyl-n-propyl-essigsiure 
C,H,—-C(CH.,),.-CO,H, Dimethyl-isopropyl-essigsiiure i-C,H,—-C(CH,),-CO,H, 
Tniathyl -essigsiiure (C,H;),-C-CO,H, Methyl-n- propyl -iithyl - essigsiure 
(CH,)(C,H,)(C,H;)C-CO,H und «,«,0-Trimethyl-capronsiure (CH.),-CH-— 
(CH,)—C(CH,),—-CO,H)], sind nur wenige héhere Glieder dieser Reihe von 
Verbindungen bekannt. Tatsiichlich ist, abgesehen von den schon _ be- 
sprochenen Dji-n-octyl-methyl-essigsiiure (I) und «,¢-Dimethyl-laurin- 
siure (II) in der Literatur nur eine derartige Verbindung mit mehr als 
10 Kohlenstoffatomen beschrieben worden, nimlich die auch von Haller 
und Cornubert!?) dargestellte 5,7-Dimethyl-4-propyl-decancarbonsiiure-(4)- 
(C,H), CH-CH (CH,)-CH,—-C (CH,)(C;H,)-CO,H. Keine von diesen Ver- 
bindungen wurden auf ihre biologischen Kigenschaften gepriift. Im folgen- 
den berichten wir zuniichst iiber die Synthese der folgenden gesittigten 
Trialkyl-essigsiéuren: CH. 


| 
a, «-Dimethyl-y-iithyl-caprylsiiure = CH,—(CH,),—CH—CH,C—CO.H 


VII C,H, CH, 
) J. Pharmacology and Therapeutics 45, 121 (1932). 
) A. 190, 154 (1873). — °) A. 174, 56 (1874). — 1!°) A. 185, 120 (1877). 
— 11) C. r. 188, 302 (1914). — **) C. r. 158, 1743 (1914); Blast. 2, 168. 
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CH, 

«a, a-Dimethy]-myristinsdure CH,— cH,, —6—CO,H 
Vill bu, 
CH, 

«, «- Dimethyl-palmitinsiure CH, — (CH,),,C—C0,1 i 
IX CH, 
CH, 

«a, a- Dimethyl-stearinsiiure CH,— (CH,),;— CO,H 
x CH, 


Diese Verbindungen wurden nach der allgemeinen Methode von Haller 
und Bauer®) in der Weise erhalten, da man das geeignete Alkylbromid 
mit Isopropyl-phenyl-keton (XI) in Gegenwart von Natriumamid NaNH, 
umsetzt, das entstandene Dimethyl-alkyl-acetophenon (XII) wiederum mit 
Natriumamid behandelt, wobei unter Abspaltung von Benzol das ent- 
sprechende Dimethyl-alkyl-essigsiureamid (XIII) erhalten wird. Zum 
Schlu8 wird das Amid nach Bouveault- Haller in schwefelsaurer Losung 
mittels Natriumnitrit oder viel bequemer Nitrosylsulfat SO,(NO), verseift. 
Wiihrend die beiden ersten Stufen dieser Synthesen sich stets mit recht 
guten Ausbeuten vollzogen, wurde in keinem Falle eine glatte Uberfiihrung 
der Amide in die entsprechenden Siuren erzielt. In jedem Fall blieb ein 
Teil des Amids unverindert, wihrend ein anderer Teil anscheinend zu 
kiirzeren Fettsiiuren weiter abgebaut wurde. Ubrigens stehen unsere experi- 
mentellen Ergebnisse mit denen von Haller und Bauer in Widerspruch, 
da wir einige von diesen Trialkyl-essigsiiureamiden auch durch bloBes, an- 
haltendes Kochen mit alkoholischer Kalilauge verseifen konnten; vor 
langerer Zeit war es schon Semmler!*) gelungen, das Fencholsiureamid 
(XLV) durch Alkalilauge in die entsprechende Siure umzuwandeln. Die 


a: an 
‘Ncuo—co—¢% \ \c_co_f% \ \SC—CON 
nm—co—4 \ amy sc—co_Z \ Alkyl SC—cOoNH. 
oy Dod Alkyl SC—C yl> NH, 


"Neca 


JH, XI “iis a“ mm * CH,’ XIU 





von uns erhaltenen héheren gesittigten Trialkyl-essigsiuren unterscheiden 
sich von ihren Isomeren mit gerader Kohlenstoffkette hauptsichlich durch 
stark erniedrigte Kohiasionskriftepotentiale. Dementsprechend lisen sich 
ihre Salze betrichtlich in Ather auf; die Siedepunkte sind merkbar herab- 
gesetzt, wiihrend die Schmelzpunkte durchschnittlich etwa 20—22° tiefer 
als bei den nicht substituierten Grundfettsiiuren liegen. Somit stehen unsere 
Verbindungen den natiirlichen Siuren aus den siéiurefesten Bacillen nahe: 


13) B. 39, 2577 (1906). 
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| \C(CH,)s i " 
CH, | | | 
CO,H—C— (CH,),—C—C0,H 
NI 2 2)6 2 
L | 00.NH, : ) 
% CH, CH, 
CH, XIV | XV 


schon Anderson hatte beobachtet, da das Bleisalz der Phtionsiure in 
Ather léslich ist, wodurch eine Trennung von den festen Siuren nach der 
bekannten Methode von Gusserow-Varrentrapp erméglicht wurde!’), 

Die noch unvollkommenen, von R. Ratsimamanga ausgefiihrten 
biologischen Versuche werden spiiter am anderen Ort ausfiihrlich be- 
sproc hen. Doch kénnen schon die ersten Ergebnisse zeigen, da die Ver- 
bindungen (VIII), (LX) und (X) bei intraperitoneal injizierten Meerschwein- 
chen oder Kaninchen die Bildung von charakteristischem tuberkulésem 
Gewebe hervorrufen. Als zuverlissiges, leicht aufzusuchendes Anzeichen der 
Wirkung kommt besonders die relative Zunahme der Monocyten gegeniiber 
den Lymphocyten im Blut in Betracht, sowie die Abnahme im Himo- 
globingehalt nach der Zufuhr geniigender Mengen der zu priifenden Ver- 
bindungen. Diese bemerkenswerten Ergebnisse bestiitigen die Ansicht von 
Robinson und Birch iiber die Bedeutung der zweifachen «,«-Verzweigung 
des Fettsiuremolekiils fiir das Auftreten physiologischer Wirkung. Die Kin- 
fiihrung einer zweiten Carboxylgruppe setzt die Wirksamkeit sehr stark 
herab, was am Beispiel der «,%,«’,«’-Tetramethyl-sebacinsiure (XY) fest- 
gestellt wurde. Diese Verbindung wurde durch Kondensation von 1,6-Di- 
bromhexan BrCH,-(CH,),-CH,Br mit 2 Molekiilen von Isopropy!-phenyl- 
keton zu o,0,«’,a’-Tetramethyl-1,8-dibenzoyl-octan (XVI), Uberfiihrung 
desselben in das entsprechende Diamid (XVII) und darauffolgende Ver- 
seifung durch mehrtigiges Kochen mit konzentrierter alkoholischer Kali- 
lauge erhalten. Trotz ihrem hédheren Verzweigungsgrad erwies sich diese 


CH, CH, CH, CH, 
ZN | | fp \ , | | — 
—CO—C:— (CH,),—C—CO- i sel -(CH,),—_C-~CONH, 
\ a - ~ 


bu, CH, XVI. XVII bu, i. 
Dicarbonsiiure als viel weniger wirksam wie die «,«-Dimethyl-laurinsiure 
({IT) mit der gleichen Zahi von Kohlenstoffatomen. Wihrend diese ge- 
priiften Fettsiiuren verhiltnismifig wenig toxisch sind, erweist sich die 
a,%-Dimethyl-y-ithyl-caprylsiiure (VII) als ein iu erst stark laihmendes 
zentrales Gift, das schon bei so kleinen Gaben wie 0,10 g pro Meerschwein- 
chen von etwa 350 g nach 1 Stunde den Tod herbeifiihrt. Hiner ihnlichen 
ausgesprochenen Giftwirkung waren K. Bernhard und L. Miller!) bei 
der Cyclopentylessigsiiure (XVIII) und besonders der A,-Cyclopentenyl- 
essigsiiure (XIX) schon begegnet. Diese Befunde haben uns angeregt, die 


“al “\—CH,—CO,H “ \S—CH,—CO,H “ S—(CH,),—CO,H (a = 10,12) 
an XVII [| XIx | XIX bis 





14) A. 35, 196 (1840). — ™) H. 256, 85 (1938). 
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Synthese der 2-Athylhexyl-2-cyclopentenyl-essigsiiure (XX) und der 2- 
Athylhexyl-allyl-essigsiiure (X XI) auszufiihren. Diese Verbindungen, deren 
Molekiile ihnlich wie (VII) und (XIX) aufgebaut sind, erwiesen sich er- 
wartungsgemi8 als betrichtlich giftig. Ihre lihmende Wirkung scheint 
CH,—(CH,),—CH—CH,—-CH——CO,H — CH,—(CH,),—CH—CH,— CH—C0,H 
| : | | 
CH—CH, (| + CH,—CH, CH,-CH-CH, 
XX ioc XXI 


vom, Molekulargewicht abhingig zu sein, da Hydnocarpus- bzw. Chaulmoo- 
grasiure (XIX bis) viel weniger aktiv als A,-Cyclopentenyl - essigsiure 
(XIX) ist. 

Um den EinfluB des Ersatzes der Carboxylgruppe durch andere Radi- 
kale auf die physiologische Aktivitéit der hochverzweigten Verbindungen 
festzustellen, haben wir einige neue hohere Trialkyl-methylamine syntheti- 
siert (ahnliche Amine haben wir schon gemeinsam mit Mentzer fiir andere 
Zwecke dargestellt)'*). Der Hoffmannsche Abbau des «,«-Dimethyl-y- 
athyl-caprylsiureamids nach Mentzer, Buu-Hoi und Cagniant ergab 
das Isocyanat (XXII), das durch Kochen mit Salzsiiture zum, «,«-Dimethyl- 
y-iithyl-heptylamin (XXIII) verwandelt wurde. Vom «,a«-Dimethyl-palmi- 
tin- bzw. «,«-Dimethyl-stearinsiiureamid ausgehend, konnten wir in dhn- 
licher Weise das «,x-Dimethyl-pentadecylamin (XXIV) und das «,«-Di- 
methyl-heptadecylamin (XXV) erhalten. Diese Verbindungen  iihneln 


C,H, CH, C,H, CH, 
| | | | 


CH,—(CH,),—CH—-CH,—C—N=C=0  CH,—-(CH,),—-CH —1CH, —C—-NH, 
XXII CH, | XXII GH, 


CH,—(CH,)»p—C—NH, yyyy 4 — 13 


CH, XXV n= 15 


iibrigens in ihren physikalischen Kigenschaften vollkommen den entsprechen- 
den Trialkyl-essigsiiuren (die physiologischen Eigenschaften sind noch nicht 
genau untersucht). 

Ks erhebt sich nun die héchstwichtige Frage, ob man die von den siiure- 
festen Bacillen hervorgerulenen starken Zellenreaktionen der Phtionsiiure 
selbst zuschreiben darf. Nach den Ergebnissen der Tierversuche von Sabin, 
Doan und Mitarbeitern scheint diese Verbindung in Wirklichkeit nur 
schwach wirksam zu sein; das gleiche gilt auch fiir die bisher von uns er- 
forschten Phtionsiiuremodelle, z. B. die «,«-Dimethyl-stearinsiiure. Wie 
nun der eine von uns gemeinsam mit Ratsimamanga!’) durch einwand- 
freie zahlreiche Versuche die fiir den Weiterausbau dieses gesamten chemo- 
therapeutischen Gebietes wichtige Tatsache gezeigt hat, kommt der Athylen- 


‘6) Mentzer, Buu-Hoi u. Cagniant, ‘Bl. 10, 141 (1943). — 1'7) Buu- 
Hoi u. Ratsimamanga, Bull. Soc. Chim. biol. 28, 459 (1941); 24, 233 (1942). 
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bindung spezifische physiologische Eigenschaften zu. Wie man sich am 
Beispiecl der Chaulmoogradlsiuren leicht davon iiberzeugen kann, steht bei 
zahlreichen Fallen die Giftwirkung einer bestimmten Verbindung in enger 
Beziehung zu der Anwesenheit einer oder mehrerer Doppelbindungen im 
Molekiil. Es liegt dann der Gedanke nahe, wenigstens einen Teil der hervor- 
ragenden Giftwirkung der Tuberkuloseerreger nicht der Phtionsiure, 
sondern mehr oder weniger ungesiittigten Vorstufen derselben zuzuschreiben. 
Vom, Standpunkt der Biosynthese scheint die Existenz solcher ,,Dehydro- 
phtionsiuren* in vivo sehr wahrscheinlich zu sein. Da die Aussicht auf das 
Gelingen einer chemischen Isolierung solcher unbestindigen Vorstufen zur 
Zeit noch sehr bescheiden ist, haben wir dieses Problem, vom synthetischen 
Standpunkt aus angegriffen und zuerst einige Molekiile Ahnlicher Konstitu- 
tion aufgebaut. Durch Kondensation von Oleylbromid mit Isopropyl-phenyl- 
keton und Natriumamidabspaltung des so gewonnenen Dimethyl-oleyl- 
acetophenons (XXVI) konnten wir das 1,1-Dimethyl-oleyl-essigsiiureamid 
darstellen und es durch mehrtigiges Kochen mit alkoholischer Kalilauge 
glatt zur entsprechenden Siure (X XVII) verseifen. Beim Austausch von 


; 


CH, CH, 
! | 


CH,-(CH,),-CH=CH-(CH,),-C-C0-C,H, | CH,-(CH,),-CH=CH-(CH,),-C-CO,H 
| 
XXVI On, XXVII CH, 
Oleylbromid durch Chaulmoogrylbromid (XXVIIT) erhalt man analog die 
a,“-Dimethyl-chaulmoogryl-essigsiture (XN XIX). Tatsiichlich wirken beide 
Siiuren (besonders die «,a-Dimethyl-oleyl-essigsiiure, wahrscheinlich weil sie 
bedeutende Spuren von «,¢-Dimethyl-linoleyl-essigsiiure enthilt) sehr viel 
stirker toxisch bzw. reizend als die Verbindungen der gesiittigten Reihe. 
Da diese Dehydro-phtionsiuremodelle nach vorliufigen Versuchen die 
Nebennierenfunktion und dadurch das ganze enzymatische System des 
jebenden Organismus angreifen, diirfen diese Ergebnisse auf das viel be- 


Cll, 
: | 
(7 ~~ (CHt).—CH, Br Mo...) .—O-00, 
XXVIII XXIX CH, 


sprochene Problem des Mechanismus der Tuberkuloseinfektion von einem 
ganz neuen Standpunkt einiges Licht werfen. Unsere nichste Aufgabe ist 
die Totalsynthese der Phtionsiure und der ungesittigten Verbindungen 
dieser Reihe.*8) 
Versuchsteil 

1. Darstellung der Alkylbromide. Das 2-Athyl-n-hexylbromid, Siedep.., 80—85° 
und das Cetylbromid, Siedep.,. 190—191°, wurden durch 10stiindiges Kochen 
der entsprechenden gereinigten Alkohole mit 48°/,igem BrH in Gegenwart von 
Schwefelsaure dargestellt. Das Tetradecylbromid, Siedep.,, 168—170°, das Oleyl- 
bromid, Siedep.;5_ 14 215—225°, und das Chaulmoogrylbromid, Siedep.,; 220—225° 
wurden folgenderweise erhalten: eine Lésung des entsprechenden Alkohols in 





18) Anmerkung bei der Korrektur: Uber diese Versuche haben wir kiirzlich 
berichtet B. 76, 689 (1943) 
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Chloroform wurde bei 0° mit der berechneten Menge von Phosphortribromid 
(etwas mehr als 1 Mol.) tropfenweise versetzt, das entstandene Gemisch 24 Stunden 
bei gewohnlicher Temperatur gelassen, dann 2 Stunden bei 50° erwarmt, iiber 
Kis gegossen und die untere Schicht griindlich mit Wasser, dann mit verdiinnter 
Natronlauge und wiederum mit Wasser gewaschen. Nach Trocknen tiber SO,Mg, 
Entfernung des Chloroforms und Vakuumdestillation des Riickstandes, wurde 
das erhaltene Produkt mehrmals rektifiziert. 


2. 2-Athylhexyl-allyl-essigsdure (X Xi). Zu 1,4 g in 50ccem Xylol gepulvertes 
Natrium wurden tropfenweise 12 g Allylmalonsiureiathylester gegeben. Nach dem 
Verschwinden des Natriums setzt man vorsichtig 9 g 2-Athyl- n-hexylbromid hinzu 
das Gemisch wird 24 Stunden am RickfluBkiihler gekocht. Die erkaltete Mischung 
wurde in schwach essigsaures Wasser .gegossen, die organische Schicht in Ather 
— nommen, tber SO,Mg getrocknet und in tiblicher Weise destilliert. Der 

2-Athy lhexylallyl-malonsiureathylester stellt eine farblose, fast geruchlose Fliissig- 
keit, Siedep.4, 178—180°, Siedep -o3; 188—189° dar. 


C,,H.0, (312) Ber. C 69,23 H 10,2 Gef. C 69,12 H 10,37. 


Nach Verseifung und Decarboxylierung erhalt man die 2-Athylhexyl-allyl- 
essigsiure: farblose, ranzig riechende Flissigkeit, Siedep.,, 166—168°. 

Ci3H.,0,. (212) Ber. C 73,58 H 11,3 Gef. C 73,24 H 11,27. 

8. 2-Athylhexyl-4,-cyclopentenyl-essigsiure (XX). 12g nach einer von uns 
gegebenen Vorschrift dargestelltem A,-Cyc lope ntenyl-malonsaureathylester wurden 
mit 1,5¢ in 60 ccm Xylol ge pulvertes Na —_ ‘setzt; nach Verschwinden des 
Natriums fiigt man der Mischung 8¢ von 2-At hyl-hexylbromid hinzu und 
arbeitet das Reaktionsprodukt wie oben auf. Der 2 2-Athylhexyl-A,-cyclopentenyl- 


malonsdureithylester (10 ¢) stellt ein eigenttimlich rieche ndes, ziemlich viscoses 
Ol, Siedep.4, 202—2049 dar. 


C',,H,,0, (338) Ber. C 71,0  H 10,0 Gef. C 71,15  H 10,32. 


Nach 2stiindigem Kochen dieses Esters mit 20°/,iger alkoholischer Kali- 
lauge und anschlieBender Decarboxylierung der entsprechenden Malonsiure, er- 


halt man die 2-Athylhexyl-A,-cyclopentenyl-essigsiure (farbloses, ranzig riechen- 
des OI, Sie tala 193—195°. 


C,.H,,0, (238) Ber. C 75,63 H 10,92 Gef. C 75,48 H 11,16. 
4. «,-Dimethy]-y-dihyl-caprylsaure (VII). 24 ¢ Isopropyl-phenyl-keton (in 
100 com Benzol gelést) wurden am RiickfluGk ithler mit 6,5 ¢ 90 —92°/,igem Natrium- 
amid 1 Stunde gekocht; dann setzt man 30g 2-Athylhexylbromid zu und erhitzt 
48 Stunden von neuem zum Sieden. Das erkaltete Gemisch wurde in schwach 
essigsaures Wasser gegossen und die Benzolschicht griindlich mit Wasser gewaschen, 
dann iiber SO,Mg getrocknet. Nach Verjagen des Benzols und \V rakuumdestillation 


des Ric Scheie s erhalt man 25 g 2- Athylhe xyl-dimethylacetophenon (aromatisch 
riechende Fliissigkeit, Siedep.og 187 — 190°). 


CigH..O (260) Ber. C 83,07 H 10,76 Get. C 82,89 Hi 10,81. 


Durch 10stiindiges Kochen mit Natriumamid in Toluol wurde das Keton 
vollkommen in 2-Athylhexyl-dimethylessigsiureamid verwandelt (zaihes Ol, 
Siedep.og 175—176°). 


2H,,ON (199) Ber. N 7,03 Gef. N 7,12. 


Eine lauwarme Lésung von 10 g des vorigen Amids und & g Nitrosylsulfat 
(etwas mehr als die berechnete Menge) in 100 ccm Schwefelsaiure wurde unter 
guter Riihrung tropfenweise mit 10 com Wasser versetzt und 12 Stunden bei 60° 
erhitzt; die erhaltene dunkelbraune Mischung wurde in Rin: eiskaltes Wasser 
gegossen und griindlich mit Ather ausgezogen. Die Atherische Schicht wurde mit 
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konz. Kalilauge versetzt und dreimal mit kleinen Anteilen Wasser ausgewaschen; 
die waBrigen “Ausziige wurden gesammelt und mit Salzsiure angesiuert. Nach 
der Destillation bildet die so in Freiheit gesetzte Saure (VII) eine farblose, nach 
Talg riechende Fliissigkeit vom Siedep.., 168—169°. 


C,.H,,0, (200) Ber. C 72,0  H 12,0 Gef. C 71,87 H 12,25. 


5. «,«-Dimethyl-y-athyl-heptylamin (XXIII). 6g des oben beschricbenen 
Amids wurden mit 40g Natriumhypobromit und 50 g Wasser versetzt, dann 
wurde das Gemisch noch | Stunde mechanisch geriihrt. Das erhaltene fliissige 
Ol wurde mit Ather ausgezogen, die atherische Schicht griindlich mit Wasser 
gewaschen und iiber SO,Mg getrocknet. Nach Verjagen des Athers und Destillation 
des Riickstandes erhalt man 5 g von «,«-Dimethyl-y-athyl-heptylisocyanat (XXII) 
in Gestalt eines farblosen, angenehm rieche nden Ols, Siedep.4o 104—106°, 


C,2H.,0N (197) Ber. N 7,10 Clef. N 7,27. 

Das Gemisch von 5g (XXII) mit 20cem konz. Salzsiure wurde einige 
Minuten gekocht; nach Bex ndigung der CO,-Entwicklung liBt man die klare 
Lésung erkalten, wobei das ~,«- ‘Dimethyl- -Y- athylheptylaminc hlorhydrat sich als 
unkrystallisierbares Ol ausscheidet. Das daraus durch Natronlauge befreite Amin 
bildet eine farblose, bewegliche Flissigkeit, Siedep.,, 95—100° von ammonia- 
kalischem Geruch. 


C,,H,;N (171) Ber. N 8,18 Gef. N 8,24. 


Das p-Nitrobenzoylderivat (dargestellt durch Zusammenlosen des Amins 
und des p-Nitrobenzoylchlorids in einem UberschuB von Pyridin) stellt feine 
Nadeln, Schmelzp. 59—60° (aus Petrolather umkrystallisiert) dar. 


C,,H.,0,N. (305) Ber. N 9,18 Gef. N 9,25. 


6. «,«x-Dimethyl-myristinsaure (VIII). Das entsprechende Amid ist schon von 
uns beschriebe n'®); der Siedepunkt liegt bei 220—225° unter 14 mm. Die Ver- 
seifung wurde wie oben mittels Nitrosylsulfat durchgefiihrt; die erhaltene Siure 
stellt farblose Nadeln (aus Petroliither) dar, die bei gewohnlicher Temperatur zu 
einer farblosen Fliissigkeit, Siedep.,, 210—215° schmelzen (Ausbeute sehr schlecht). 


C,,H..0, (256) Ber. © 75,0 H 12,5 Gef. © 74,81 H 12,73. 


7. «,4-Dimethyl-palmitinsaure (IX). Aus 27g Isopropyl-phenyl-keton und 
40 g Tetradecylbromid erhalt man 30 ¢ Tetradec yl- dimethyl-ace tophe non (ziihes 
Ol. Sie de *p. 13 953. iat 7°), 


C,,H,O (344) Ber. C 83,72 H 11,33 Gef. © 83,51 H 11,69. 


Das a«,a-Dimethyl-palmitinsiureamid wurde mit theoretischer Ausbeute 
durch 10stiindiges Kochen von 25g Keton und 4¢ Natriumamid in 100 ccm 
Toluol erhalten; feine, seidige glinzende Nadeln (aus Benzol), Schmelzp. 87° 
Siedep.,; 2385—240". : 


C.gH,,ON (283) Ber. N 4,94 Gef. N 4,74. 


Die %,«-Dimethyl-palmitinsiaure, Siedep.o, 220-—225° stellt farblose Nadel! 


—Lao SLA 


(aus Petrolather umkrystallisiert) Schmelzp. 42° dar. 
C,,H,,0. (284) Ber. C 76,05 H 12,67 Gef. C 75,88 H 12,92. 
8. «,x-Dimethyl-pentadecylamin aver Das «,a- Dimethyl. palmitinsaiure 
amid laBt sich ziemlich schwer durch Na-Hypobromit abbauen (Reaktionsdauer: 


12 Stunden). Das in iiblicher Weise erhaltene «,«-Dir 
stellt ein zihes Ol, Siedep.,_. 173—175° das 


H,;ON (281) ) Ber . IN 4.9% tre 


a 


N 5,26. 


nethy!-pentadecvlisocyanat 
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Das entsprechende )Amin (XXIV) ist eine farblose, fast geruchlose flissig- 
keit, Siedep..; 155°, die nicht zum Erstarren gebracht werden konnte. 


C,,H,,.N (255) Ber. N 5,49 Gef. N 5,43, 


Das Chlorhydrat wurde nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol-Benzol in 
Gestalt von kleinen Nadelchen, Schmelzp. 116—117°, gewonnen. 


C,,H,,NCI (291.5) Ber. Cl 12,86 Gef. Cl 13,21 


p- Nitrobenzoyl-«,«-dimethyl-pentadecylamin: schéne glanzende Blattchen 
(aus Benzol), Schmelzp. I 21°, in Ather und Benzol schwer léslich. Diese Ver- 
bindung und das vorher beschriebene p-Nitrobenzoyl-«, «-dimethyl-y-athyl-hepty!- 
amin hemmten das Wachstum von Kochs Bacillen 


CosHgpOgNo (404) Ber. N 6,93 Gef. N 6.66. 
9. «,x-Dimethyl-stearinsaure (X.). Hexadecyl-dimethyl-acetophenon: ziemlich 
flissiges Ol, Siedep., 255—260° 
C,,H,,O (372) Ber. C 83,87 H 11,82 Gef. C 83,57 H 11,99. 
| a«,a-Dimethyl-stearinstureamid: perlmutterglanzende Blattchen (aus Benzol, 
Schmelzp. 85°, Siedep.,. 250—260°. 
Co9H,,ON (311) Ber. N 4,50 Gef. N 4,47. 
a,«a-Dimethyl-stearinsaure: kleine Nadeln, Schmelzp. 50—51°, Siedep. 235 
bis 240° (aus Petroliather). 
CopHy pO. (312) Ber. C 76,86 H 12,90 Gef. C 77,07 H 13,11. 
10. «,«-Dimethyl-heptadecylamin (X XV). «,«-Dimethyl-heptadecylisocyanat: 


der Abbau des entsprechenden Amids dauert 15 5 Stande n bei gew6hnlicher Tempe- 
rated: zihes, geruchloses Ol, Siedep.y 4 165°. 


CopHygON (309) Ber. N 4,53 Gef. N 4,47. 


Das freie Amin stellt ein ziemlich flissiges Ol, Siedep., 162—163° dar, das 
nicht zum Erstarren gebracht werden konnte. 


CigHyN (283) Ber. N 449 Gef. N 5,17. 
Chlorhydrat: seidige Nadeln, Schmelzp, 106—107° (aus Methanol—Wasser ). 
CigHy.NCl (319,5) Ber. Cl 11,11 Gef. Cl 11,67 


ll. «,x,x’,x’-Tetramethyl-1, 8-dibenzoyl-octan (XVI). Aus 32¢ [sopropyl- 
phenyl-keton, 9g Natriumamid und 24g 1,6-Dibromhexan, wurden 30 g eines 
gelblichen zihen Oles, Siedep., 270—280°, erhalten. 


C,.H,,0, (378) Ber. C 82,53 H_ 8,99 Gef. C 82,42 H 


12. «,~,x’,x’ = Tetramethyl-sebacinsdurediamid. (XVII). Nach 1l0stiindigem 
Kochen von (XVI) mit Natriumamid in Toluol erhalt man ein in Toluol unldsliches 
Pulver, das abfiltriert und im Vakuum getrocknet wurde; nach Umkrystalli 
sie ren aus viel Benzol erhalt man ein weiBes mikrokrystallinisches Pulver, 
Schmelzp. 185—186° (nach Sintern). Das Amid wird durch Na-Hypobromit in 
br omhaltige, undestillierbare Produkte verwandelt. 


C,,H,,O.N, (256) Ber. N 10,93 Gef. N 11,27. 


13. «,«,«’o'-Tetramethyl-sebacinsaure (XV). Das vorige Amid wurde 5 Tage mit 
einem groBen Ube rschuB von alkoholischer Kalilauge am RickfluB erhitzt. Das 
mit Wasser verdunnte Gemisch wurde vom unverseiften Amid durch Flitration 
befreit beim Ans&uern scheidet sich die Verbindung (XV) ab. Nach Umlésen 








> 


RG Ng. Ph. Buu-Hoiu. PaulCagniant, Zur Kenntnis usw. Bd. 279 (1943) 


aus einem Gemisch von Benzol und Ligroin erhilt man kleine farblose Krystalle. 
Schmelzp. 102—103°. 


C,,H_,0, (226) Ber. C 65,11 H 10.07 Gef. C 64.8] H 10.32 
14. ~,x-Dimethyl-oleyl-essigsiure (X AVil). Dimethyi-oieyl-acetophenon: 


‘hwach gelbliche, ziemlich bewegliche Flissigkeit, Siedep., -_, 235—240°,. von 
eigenartigem Geruch. 


C..H,,O (398) Ber. C 84,42 H 11,55 Gef. C 84,15 H 11,65 


Ys j > cYae. 117 y bY e rQganhcarticog AT a & E > pe po 
x,a-Dimet hyl-oleyl-essigsi ireamid: wachsartige Mas: sleden.. 245- ) 
_ : pe ¢ — Aan : . 4 / a ; : —_ Li weuny | \ 
die bei 73—74° schmilzt (nach vorherigem 1 weicnen) 
; ‘, ‘ _ t ® 
igoDN ele t A zZ 
Vie entsprechende Saure wurde dure 5) izes IKK.ochen des vorigen . lds 
nit alkoholischer Kalilaus largestellt: visedOses. schwach Ibliches O|. Siede- 
OQORF 6 f)} 
punkt, , 235—240° 
‘ . ‘ £HNO " } va | > ‘Ly ry r] gt cr 4 ee lat } BC aya" 
goKt Vo LIDS) ber. © (38,10 H 12,42 ef. © 78.08 Hi iZ,oY. 


15. ~,x-Diumethyl-chaulmoogryil-essigsaure (XX1X). Dimethyl-chaulmoogry!]- 
acetophenon: sehr viscOses, schwach gelbliches Ol, Siedep., 250—255° 


e fr. (904 CD im F oF Mn Fs ij 1447 PS Sige «. a | ¥ cp *> 
ogtty,V0 (dvO) Der. OF, de rL il,! Gel. © 84,50 H Zed 
a,x-Dimethyi-chaumoogryi-essigsiureamid:  biischelf6rmige Nadeln (aus 


senzol), ischmelzp. 79—80°, Siedep.. 255—260°. 


ww 


Or 


Die entsprechende Saure stellt ein viscéses, gelbliches Ol, Siedep., 235 bis 
240° dar. 


C',5H,,0, (336) Ber. C 78,57 H 11.90 Gef. C 78,25 H 11,71. 


Berichtigung 


zu Arbeit Ng. Ph. buu-Hoi, Uber die Struktur der Choleinsduren 
278, S. 230 (1943): 

auf S. 232, Zeile 4 v. o. lies n — 10 statt 11. 

» », 202, 5, 17.,,, ,, Decylsiure statt Nonylsiure 

» » 202, 4, 20,,,, .. Hepta... statt Pentadecylsiure. 

» >, 200 ist in Formel (XI) am C-Atom 11 ein OH einzufiigen 

) nzufiigen 

» + 234 ist unter 10. die Summenforme! fiir Dihydrochaulmoograalkohol in 


C,,H.,O zu _ beric 
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Uber Peptidasen 
im Hiihnereiklar und in aus ihm gewonnenen Praparaten 


Yon 
Hermann E. Schultze 


‘Aus dem Chemischen Laboratorium der Behringwerke Marburg/Lahu) 


Der Schriftleitung zugegangen am 29. April 1943) 

z= ry* 17 . 1 1 +. Sd ei 1 —_ i = Ke i ~ wr . . 

Vas Miaidbumin wurae so aaullg Zum Nacnwels proteoiyuscner rermente 
verwendet. dag man es geradezu ais ein kiassisches Substrat der Proteolyse 
' . } | ; . = ee Cc ry XLT a : ‘ar . . } 
bezeichnen kann. Proteasen des HKiklars bzw. Ovatbumins scheinen jedoch, 


soweit dem Verfasser bekannt, in der Literatur noch nicht beschrieben 
worden zu sein. 

Gelegentlich einer Untersuchung iiber die Proteasen in Tetanus- 
kulturfiltraten!) wurde nun kiirzlich die auffillige Beobachtung gemacht, 
da ein durch Ultrafiltration stark angereicherter hitzesterilisierter Pepton- 
oihrboden (als Kontrolle fiir ein ebenso konzentriertes Tetanustoxin) 
bei gemeinsamer Erwiirmung auf 40° C mit einer aus einem Handelspriiparat 
hergestellten Ovalbuminiésung eine auf eine proteolytische Spaltung hin- 
weisende Zunahme der nach der Titrationsmethode von Willstitter und 
Waldschmidt-Leitz bestimmbaren Carboxylgruppen ergab. Der da- 
malige Befund konnte inzwischen mehrfach bestitigt werden, vor allem 
auch bei Verwendung einer Polypeptidfraktion, die durch griindliches Aus- 
waschen aus einer wibrigen Loésung von Pepton Witte in einem Ultra- 
filter®), das fiir Protamine, nicht aber fiir KiweiBkérper von einem Teilchen- 
gsewicht > 13000, durchlissig war, isoliert wurde. Auch mit der van 
Sly keschen Methode gelang der Nachweis einer betriichtlichen Polypeptid- 
spaltung durch das betreffende Ovalbuminpriiparat des Handels. Da eine 
Kinwirkung von Mikroorganismen wiihrend der Spaltungsversuche durch 
Anwendung wirksamer Desinfektionsmittel mit Sicherheit ausgeschaltet 
werden konnte, lag die Vermutung nahe, da8 Eigenproteasen im kiuflichen 
Hialbumin vorkommen und fiir die Hydrolyse der an sich stabilen Poly- 
peptidfraktion verantwortlich sind. Ks schien daher lohnend, eine auf 
breitere Basis gestellte Untersuchung dieser Proteasen aufzunehmen und 
nierzu Ovalbumine verschiedener Reinheitsgrade heranzuziehen. Als Sub- 
strate dienten Gelatine, Casein, die erwihnte gereinigte Polypeptidfraktion 
aus Pepton und die Dipeptide Glycylglycin und d,l-Leucylglycin. Die 
verschiedenen Kialbuminpriparate gelangten unter Kontrolle ihrer Trocken- 
gewichtsmengen zur Priifung, so daf} die im Verlaufe der Spaltung er- 
mittelten Titrationswerte fiir den Acidititszuwachs direkt miteinander ver- 
slichen werden konnten. Da es sich als nétig erwies, die Reaktionen iiber 


x 
4 


H. 274, 158 (1942) *) Hergestellt nach Quigley, Amer. J. Hyg. 


9). 218 (1934). 
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35 Tage zu verfolgen, wm auch geringe Ausschliige zu eriassen, muBten 
die Spaltungsversuche absolut keimfrei durchgefiihrt werden. Friihere 
Erfahrungen zeigten, da der in der Literatur empfohlene Zusatz von 
Toluol eine sichere Sterilitét nicht gewahrleistet. Dagegen bewihrte sich 
das in den Héchster Farbwerken synthetisierte 2-athyl-quecksilber- 
mercaptobenzoxazol-5-carbonsaure Natrium in einer Konzentration von 
1: 5000 in Kombination mit Toluol als zuverlassiges Konservierungsmittel, 
das auch bei Sterilitatspriifungen unter Verwendung der an Wuchsstoffen 
besonders reichen Leberbouillon nicht versagte. 


Zunichst wurde frisches steril gewonnenes Hiihnereiklar untersucht. 
Es reagierte weder mit Gelatine noch mit Casein bei neutraler und schwach 
alkalischer Reaktion, rief aber mit Peptonultrakonzentrat und mit Di- 
peptiden deutliche Spaltungen hervor. Diese wurden durch Mangan oder 
den kombinierten Zusatz von Mangan + Cystein nicht beeinfluBt, offen- 
bar, weil geniigend natiirliche Aktivatoren vorhanden waren (Tab. 1). Nach 
schonender Trocknung in gefrorenem Zustand im Hochvakuum unter Ver- 
wendung von wasserfreiem CaSO,*) zur H,O-Bindung ging die Wirksam- 
keit der Poly- und Dipeptidasen geringgradig zuriick (Tab. 2). Auffallend 
war die langsame Entwicklung der Spaltungsreaktion, so da sich der 
Gedanke aufdringte, die Fermente kénnten erst im Laufe einer langeren 
Bebriitung beim p,,-Optimum fiir Peptidasen zur Kntfaltung kommen. Tat- 
siichlich zeigte sich, daB nach einer 4tiagigen Vorbehandlung des Hiklars 
bei p,, 8,0 die spaitere Spaltung schnell ihren Kndwert erreichte, der dann 
iiber Tage konstant blieb. Eine Verstiirkung der Peptidasen erfolgte jedoch 
nicht durch die alkalische Vorbehandlung (Tab. 3). Nach der Fraktio- 
nierung mit Aceton mit Hilfe eines fiir die Reinigung des Lysozyms im 
Hiihnereiklar erprobten Verfahrens*) war in der bei schwachsaurer Reaktion 
mit dem doppelten Volumen Aceton in der Kialte entstandenen Fiallung 
keine Polypeptidasewirkung und keine Glycylglycinspaltung mehr nach- 
zuweisen (Tab. 4). Da8 die Spaitung von d,l-Leucylglycin noch weitgehend 
erhalten blieb, ist eine Stiitze fiir die von verschiedenen Seiten®) bestatigte 
Sonderstellung, die das leucylglycinspaltende Ferment unter den tierischen 
Peptidasen eimnimmt. Wihrend nun in keinem der vorgenannten Eiklar- 
praparate eine proteolytische, sondern nur peptidatische Aktivitaten wech- 
selnder Starke entdeckt werden konnten, wurde im Filtrat der ersten 
Acetonfaillung durch Zugabe von weiteren 4 Raumteilen Aceton eine Aus- 
scheidung gewonnen, die sowohl proteolytisch wie peptidatisch inaktiv 
war (Tab.5). Diese zweite Fraktion war stark lysozymhaltig und léste 
eine dichte Suspension des Flemingschen Micrococcus Lysodeikticus®) 


3) W. Flosdorf u. St. Mudd, J. of Immunol. 34, 469 (1938). — 4) Linz, 
C. r. Soc. Biol. 126, 1279 (1937). — *°) K. Linderstr6ém-Lang, H. 188, 48 
(1930); M. Bergmann u. 8. Fruton, J. of Biol. Chem. 117, 194 (1937); 
EK. Smith u. M. Bergmann, ebenda 188, 789 (1941); Maschmann, Bio. Z. 
309, 179 (1941), 311, 29 (1942); H. Herken, Klin. Wschr. 21, 601 (1942). — 
*) Der Stamm wurde mit Literaturangaben iiber Lysozym von Herrn Prof 
Schmidt freundlicherweise zur Verfiigung gestellt 
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bis zur Verdiinnung 1 : 170000 in 3 Stunden bei 45° C. Man darf aus diesem 
Versuchsergebnis folgern, da das Lysozym weder selbst eine Protease 1st 
noch eine solche enthalt. 


.Hallauer’) hat auf Grund des von ihm bei der Lysozymeinwirkung 
aut abgetitete lysozymempfindliche Bakterien beobachteten Zuwachses von 
Amino-N einen fermentativen Abbau des Bakterieneiweifes angenommen. Diese 
Versuchsauslegung ist aber durch eine Beobachtung aus neuerer Zeit von Meyer, 
Palmer, Thompson u. Khorazo§) erschiittert worden, die zwar eine Ver- 
mehrung von Kjeldahl-N beim Angriff des Lysozyms auf bestimmte Sarzinen, 
daneben aber auch die Bildung gréBerer Mengen reduzierender Zucker nachweisen 
konnten. Da sich auch aus isoliertem Bakterienmukoid niedere N- haltige Zucker 
durch Lysozym abspalten lieBen, ist man zur Zeit am meisten berechtigt, dieses 
Ferment zu den Muzinasen zu zahlen. 


Glycerinausziige und Acetonfillungen frischen Kiklars ergaben eine 
etwas verstirkte d,I- -Leucylglycinspaltung, die Pepton- und Glyeylglycin- 
spaltung war nur geringgradig, Gelatine und Casein wurden nicht an- 
gegriffen (Tab. 6). Auch die hier bestitigte leichte Extrahierbarkeit durch 
Glycerin ist bekanntlich fiir eine tierische ,,d,l-Leucylglycinpeptidase‘‘° 
charakteristisch. Ihre Wirksamkeit konnte im Glycerinauszug ebensowenig 
durch Mn-Zusatz gesteigert werden wie im frisch untersuchten Kiklar. 

Abweichend in bezug auf die Metallsalzaktivierung verhielt sich jedoch 
die von Williams und Mitarbeitern®) mit Avidin bezeichnete Protein- 
fraktion des Hiihnereiklars, die sich bekanntlich durch ihr Inaktivierungs- 
vermégen von Biotin auszeichnet. Das Avidin entfaltete nimlich eine 
peptische Wirkung gegeniiber Glycylglycin oder d,l-Leucylglycin erst nach 
der Zugabe von Manganosalz. Auch das Peptonultrakonzentrat wurde 
von dem nach der Williamsschen Vorschrift, allerdings nicht in vollig 
gereinigtem Zustand, dargestellten Avidin merklich gespalten (Tab. 7). Ob 
nun seine biologische Wirksamkeit mit dem gefundenen Fermentcharakter 
in Zusammenhang steht, ist fraglich und muB vor allem bei reineren Pri- 
paraten, als sie hier verwandt wurden, gepriift werden. Da aber schon bei 
einer groBen Zahl tierischer und vor allem auch bakterieller Toxine eine 
starke enzymatische Wirksamkeit festgestellt werden konnte, ist die Méglich- 
keit, daB auch im Avidin eme engere Beziehung zwischen Toxin- und 
Fermenteigenschaften besteht, nicht ohne weiteres von der Hand zu weisen. 
Besonders nahe hegt jedoch die Vermutung, daB die in jiingster Zeit?) 
beobachtete schnelle Abnahme der Aktivitiit des Avidins bei 38°C durch 
anwesende Peptidasen ausgelést wird. 


Gegeniiber den verhaltnismaBig spariichen Pe ptidasenmengen, die in den 
verschiedenen Praparaten des Hiihnereiklars nachgewiesen werden konnten, war 
der Gehalt an Peptidasen in Ovalbuminpraparaten des Handels ein auf- 


’) Zbl. Bakter. usw. I. Orig. 114, 519 (1929). — 8) J. of Biol. Chem. 118, 
479 (1936). — ®) R. E. Eakin, W. A. Me Kinley u. R. J. Williams, Science 
92, 224 (1940); Eakin, F. E. Snell u. Williams, J. of Biol. Chem. 136, 
801 (1940); dieselben, Am. Soc. 62, 175 (1940); dieselben, J. of Biol. Chem 
140, 535 (1941). — '°) P. Gyorgy, C. 8. Rose u. R. Tornarelli, J. of Biol. 
Chem. 144, 168 (1942). 
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fallend hoher. — rs traf dies fiir die Vipep anton zu, die zudem noch 
durch . Mangan sehr stark aktiviert wurden, so dal} sich im Testversuch mit 
Glycylglycin und be achtenswerterweise auch mit racemischem Leucylglycin 
nahezu 100°/,ige Spaltungen ergaben. Fiir das Vorhandensein einer d- -peptid- 
spaltenden P rotease hatte sich in den vorhergehenden Untersuchungen mit frischem 
Hiihnereiklar und verschiedenen Aufarbeitungen desselben kein sicherer Anhalts- 
punkt ergeben, auch nicht bei Verwendung von reinem d-Leucylglycin als Sub- 
strat. AuBerdem konnte im Gegensatz zu den Hiihnereiklarpraparaten im kiuf- 
lichen Ovalbumin auch eine geringe Proteolyse von Gelatine und Casein nach- 
gewiesen werden. Das pH- Optimum dieser Prot einasewirkung, die im Falle der 
Gelatinespaltung unter Verfliissigung verlief, lag bei PH 7.0 und entsprach 
somit dem Reaktionsoptimum der Bakterie mproteinasen!'). Ks entstand daher 
ler Verdacht einer bakteriellen Infizierung der Handelsovalbumine, der sich 
auch bei niherer Untersuchung bestatigte. Ks gelang nimlich, aus der Bakterien- 
lora kauflicher Kialbumine verschiedene stabchenf6rmige Keime herauszuziichten, 
die sich als ausgezeichnete Proteasenbildner erwiesen und bei der Ziichtung aut 
bouillonhaltigem Kiklar sowohl gelatine- und casein-, wie auch d-dipeptide- 


<a Enzyme in die Nahrlésung _—— Uber die Kinzelheiten der 
Versuchsergebnisse mit derartigen Bak kterienproteasen soll an anderer Stelle 


berichtet werden. Hier sei nur darautf F etinercanatt gemacht, daB die bekannte 
Forderung nach streng steriler Durchfiihrung der Nachweisverfahren fiir Proteasen 
nur dann einen Sinn hat, wenn das zu priifende Ferment- oder Substratmaterial 
nicht schon bei der Gewinnung durch proteasenbildende Mikroorganismen infiziert 
wurde, denn die von diesen sezernierten, sehr gut léslichen I'remdproteasen kénnen 
durch kein Entkeimungsverfahren nachtraglich wieder entfernt werden. 


Das unter Ausschaltung einer derartigen Infektionsméglichkeit in der 
iiblichen Weise durch Ammoniumsulfatfraktionierung frischen Kiklars ge- 
wonnene Ovalbumin zeigte keinerlei proteolytische oder peptidatische 
Wirksamkeit. Es verhielt sich daher auch als Substrat indifferent und gab 
z. B. mt konzentriertem Tetanustoxin keine Spaltung, wodurch die frither 
geduBerte Vermutung!), dali im Tetanustoxin kein ovalbuminspaltendes 
Ferment vorkommt, bestiitigt wird. 

Zusammenfassung: In frischen keimfreien Hiklarlésungen und in 
steril hergestellten Trockenpriiparaten, Acetonfillungen oder Glycerin- 
ausziigen der Acetonfallunger lassen sich Poly- und Dipeptidasen nach- 
weisen, die durch Manganosalz nicht weiter aktiviert werden kénnen 
Gegeniiber d-Leucvlglycin ist ein Spaltungsvermégen auch in Gegenwart 
von Cystein und Mangan nicht sicher zu érkeinen. Ein rohes Avidin- 
praparat aus Hiihnereiklar enthalt dieselben HKnzyme wie das Ausgangs- 
material, jedoch mit dem Unterschied, da die Dipeptidasen erst in Gegen- 
wart von Mn” wirksam werden. Das Lysozym des Hiihnereiklars ist 
proteasenfrei, ebenso das keimfrei hergestellte Kialbumin. In Ovalbumin- 
priparaten aus dem Handel kénnen “besonders wirksame Proteasen nach- 
gewiesen werden, die aber cine abgewandelte Substratspezifitit aufweisen 
und deren Entstehung auf eine Infizierung durch proteasenbildende Bak- 
terien zuriickzufihren ist. | 


Die Untersuchung wurde durch die fleiBige Assistenz von Fraulein Brun- 
hilde Nitschke wesentlich geférdert. 


ii 


) Bamann-Myrback, Methoden der Fermentforschung, 1201 (1941). 
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Die Spaltansatze e1 
2,0 ccm. 
angewirmten 10°/,igen Gelatinelésung, 7, 
oder 5cem gut ausgewaschenes 
4,1°/, Histidin; 


volumen von 12 


7,4°/ 
und 4. 6°/ 
stanzen kame n. 
ra 0,2 g 


Arginin; 


Uber Peptidasen im Hihnereiklar usw. 


Glycylglycin (= 
),001 m, Cysteinchlorhydrat: 


Versuehsteil 


ith ial ren 


vVeLi 


1,2°/9i yeo 


2,8°/, 


Je nach dem zu sige yoo age 
2ccm 5°/,iges selbstbereitetes Casein 
Pepton- Ultrakonzentrat (15,2°/, N; 
6,6°/, Cystin 


9ifes 


Tryptophan; 4,5°/, Tyrosin; 
, Kohlenhydrate) verwandt, so daB zu jedem Ansatz 0,36 g dieser Sub- 
Die Mengen an reinen Dipeptiden betrugen 0,28 g 


1.25 ccm Veronal-Aceta 


ri puffer! im 


94 


Gesamt” 


Substrat sear AE 3.6 ccm einer 


0,252 « des Chlorhydrats) je Ansatz. 
Von den verschiedenen 


0,004 m (stets 


unter N,). 


Leucylglycin 
Mangane hloriir : 


Biklarpraparaten pow ghg im allgemeinen mit je 0,36 ¢ Trockengewicht, das 
Acetonfallungsprodukt mit der Halfte, das Liysozym mit */, dieser Menge zur 

‘iifung. Alle GefiiBe bei 116° in str6mendem Dam = sterilisiert. Einfiillen und 
Kntnehmen unter der | ‘inigen Tropfen Toluol wurden stets 0,02 °/) 
2-athyl - que ksilbe rmercaptobenz ol-5-carbonsaures Natrium  zugesetzt. 
‘Vemperatur: 40°. Der Seu Itungsverlauf wurde in der tblichen Weise”) durch die 
ermittelten ccm ‘Titrationszuwachs an n/20-Na-athylat (100 ° Dipeptid- 
spaltung 1,8 com) ausgedriickt. Jeder Ansatz, der eine merkliche Spaltung 


ergeben hatte, 


wurde 


ROhrehen mit Nahragar 


auf 


oder 


Sterilitat 


gepr lift. 


Hierzu 


wurden 1|—2 
in Kélbchen mit 100ccom E epton- oder iakeinueis 


Tropfen auf 


Beobachtune dei 
unbewertet. 


sebracht. ‘ Abimpfungen 6 Tage bei 37°. Infizierte Spaltansatze 


ylieben ' 
Tabelle 1] 


Krisches Hithnereiklar 


















































; . = tiie i ‘iveviolvcin a 1] PLLC rlol Thy d- ] a) rye 
“a - BX rlycyigivein [d,t-Leucyliglycin 4ueucyi , 
= S 17a ou <a: 5 i aan el ¥"™ |Kontrolle 
é a n oa “3 a M n + iM n + . yein ohne 
= tin S loss Mn} Cy Mn} Cy- ..| Mn+] Substrat 
~ I= o , a BORE | ox os 
» on in | stein Cyst. 
S |p 7,07 7, 8.5 5,9 | 3, 3.5 18,5 | 8,5) 8,5 18,5) 8,5 18,5.) 8,5 
20 0G 1 0 0,4 G1: 6 } Og 0 0 0 0 0 Oo | O 
i4. Q 0,8 0,2; 0,1 | 0,4 10,2 | 0,2); 0,1 0 | O 10,04) O 
5S | 
j2 mee 0.8 ;}0,5 | 0.7 [0,4 | 0,3 | 0,4 0 O,L 10,04) 0,04 
*) Kin Parallelansatz ergab in der Mikroapparatur von van Slyke: 
Ansatz: 0.75 ccm N,, Pepton allein: 0,7 ccm N, (20°, 739 mm) 
nach 48 Stdn.: 1,80 0,72 », (19°, 738 mm) 
ry } ae ¢ 
labelle 2 
Hiithnereiklar nach Trocknung in gefrorenem Zustand und Auflésen in H,O 
nach 15 Wochen Saal rzeit bei tsa. ratur 
S _ eptcon- ‘ e a Tr. =e r P 
a9 Gela- (a- Eo. ton Glycyiglycin | 4, l-Leucylglycin Kontrolle 
~~ U Itrakon- ; : ee 
= ‘ee at 2 7: ohne Substrat 
= 5 tin sein 7zentratl Mn Vin 
NS a9. PH = 41.9 7.) 1,0 $5 8,0 8,9 85 7.0 j 8.5 
0) () 0 0,2 V,2 Q 0 1 Q,2 0 | O 
Od QO. 1 i) 0,3 0.5 0,1 0,1 (),4 () 0] 
2 0.1] 0,1 0,4 0,8 0,4 0,6 0,8 0 0,1 
Michaelis, Bio. Z. 234, 139(1931) ‘3) Willstatteru.Waldschmidt- 
tz, B. 54, 2988 (1921); Willstatte GraBmann, H. 155, 250 (1926). 
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Tabelle 3 


Hiihnereiklar, das vor dem Zusatz der Substrate 96 Stunden bei py 8,0 
und 40° unter sterilen Bedingungen gestanden hatte 





| 
| 


3.3 ee Ca- fae Glycylglycin | d,l-Leucylglycin} Kontrolle 

a2) Geiatine sein rakon-}__ ; 7 One pupecrat 

= = = zentrat | Mn | Mn a a 
Q i : ; 

NS ipa= 7,0) 7,0 8.0 8,0 | 8.0 80 | 8.0 7,0 | 8.0 
24 0 0 0.7 0.6 | 0,6 04 | 02 o | ¢o 
72 0 0 0,9 0,6 | 0,6 0.4 | 02 0 | Qo 
96 0.02 0 0.9 0.6 | 0.6 0,6 0,2 0,08 | 01 




















Hiihnereiklar-Fallungsprodukt mit doppeltem Volumen Aceton und 2°/, Kisessig 





Pepton- | Glycyl- d, 1-Leucyl- 


as os Kontrolle 
‘=. | Gelatine | Casein | Ultrakon-] glycin glycin kn: Rite 
on ha eelces pack a len —— onne Substrat 
28 zentrat Mn Mn ieee 

N% Ipu- 7,0] 7,0 8,0 8,0 8,0 70 1 82 




















24 U) () Q Q 0.5 Oo 0 
48 0 0,1 | 0 ' 0 0,5 
OG G.2 0.16 0.12 Q 05 04 0.04. 






Tabelle 5 


Lysozvm, aus dem Filtrat der vorhergehenden Fallung durch 4-faches Volumen 
Aceton ausgeschieden, durch Dialyse gereinigt und in gefrorenem Zustand 
getrocknet 




















Pepton- | Glycyl- | d,1l-Leucy}- Kontrolle 
Zeit in | Gelatine Casein | Ultrakon-| glycin glycin ohne 
Stunden zentrat Mn" Mn" Substrat 
Du= 7,0 7,0 8.0 8.0 8.0 8.0 
48 0 0 0,04 0,08 0,02 0,03 
72 0,02 0,06 0,06 Q,12 0,02 O02 
96 0,2 QO, ] Q,2 O,10 0.2 0,10 
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Tabelle 6 


Hiihnereiklar-Glycerinauszug eines mit 5-fachem Volumen Aceton gefallten 
Trockenproduktes 











, Bw , d-Leucy!- = + 
op i S18 2 Fl Awev s d, |-Leucyl- ieee oof 
So . a [O+4 &] Glycylglycin ind, olycin haa 

cS | Gelatine} 2 JRE OS glycin a "i ~ “4 = 
SE Sis Mn"+] Eos 
or ir B ce ae ne ws ~ Pes’ ont 
N 2 ma”, Mn | Mn Mn Cyst. 4 & 
~ i . 
PH 1,0], 7,0 | 8,0 8,5 8,5 8,5 | 8,0 8,0 8,0 8,0 
0,2 0) ) Q) 








0.6 


Fy a 
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4. 


Tabelle 7 


Avidin aus Huhnereiklar. Extrakte mit 2°/,iger (NH,),SO,-Lésung aus der 

Acetonfallung des Kiklars nach erneuter Fallung mit Aceton und nochmaligem 

Ausziehen mit 2 °/,iger (NH,).SO,, Dialysieren und Trocknen im Hochvakuum 
nach Ausfrieren 











as " a Pepton- Glycylglycin d, |-Leucylglycin Kontrolle 
“3 | Gelatine [Casein] Ultrakon-| ° ~ °° |” ohne 
3 = zentrat | Mn” Mn” Substrat 
Nm |pu= 7.0] 7,0 8,0 8.0 | 8.0 8.0 8.0 8.0 
24 i) i} 0.3 ij 0.3 ().] 0.6 0) 
= 0 0 0,4 0 | 05 Gi | 0,1 
120 0.1 0 0.6 0.05 0,6 0.1 | O08 0.1 




















Labelle & 


Ovalbumin aus dem Handel, unter Zusatz von Konservierungsmitteln in 0,85 °/, 
NaCl gelést, mit NaOH neutralisiert, nach Kntfernung ungeléster Anteile mit 
der Zentrifuge durch ,,Seitz*-Kntkeimungsschichten filtriert 





» = Pepton- oa nara | ‘ ~*~ 
8 lias rae rake Glycylglycin | d, l-Leucylglycin Kontrolle 
“~g | Gelatine | 2 acinar = | =~] ohne Substrat 
= § i zentrat Mn | Mn i besa 
NA | pu= 7,0] 8,0 7,0 8,5 8,5 8,5 | 8,5 7,0 | 8,5 
20 0,2 0,1 0,4 1,8 3,7 2,1 3,5 0 0) 
44] 03 102) 08 1s | 39 | 2 3.7 0 ( 
68 me Tae 2,0 4.1 
92 0,5 0.4 id 0,1 “3 




















ia a 
Tabelle 9 


Ovalbumin, selbst hergestellt durch (NH,).SO,-Ganzsittigung des Filtrates der 
Giobuline, dre zuvor bei Halbsattigung mit (NH,),SO, ausgeschieden worden waren, 
dialysiert, in gefrorenem Zustand getrocknet 














» » - oo 2 F : j . fi aT, § Q 
s 8 = I epton- | rlycylglycin | d,l-Leucylglycin | , letanus 
O Gelatine [Casein | Ultrakon- bbl - aah toxin- Ultra 
= & zentrat | Mn | Mn konzentrat 
NG jpx= 7,0] 7,0 8.0 8,0 | 8,0 8,0 | 8,0 8.0 
24 0 Q 0,1 0) 0) Q 0 0 
Ze) U i} | fF) 0) i) QO UV 
1G O | 0 i] (2? i) 0.05 0,0£ VO 
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K-Avitaminose als Ursache der Blutungsneigung 
bei experimenteller Gallenfistel 


S. Thaddea 


fAus der Il. Medizinischen Universitatsklinik der Charité in Berlin) 
‘Der Schriftleitung zugegangen am 20, April 1945) 

Der vorliegenden Mitteilung legt die Fragestellung zugrunde, ob es 
moglich ist, eimerseits die nach geraumer Zeit beim Gallenfistelhund auf- 
tretende himorrhagische Diathese durch orale Vitamin-K-Zufuhr zu_ be- 
einflussen und andererseits beim Gallenfistelhund durch tiiglche Verfiitte- 
rung von Vitamin K die Entstehung der gesteigerten Blutungsneigung zu 
verhindern. 


Methodik 


Bei zwei Hunden wird eine auBere Gallenblasenfistel angelegt und in fort 
iaufenden Untersuchungen die morphologische Zusammensetzung des Blutes, die 
Blutgerinnungszeit und der Prothrombinwert nach der Quickschen Methode!) 
bestimmt. Die obligate Beziehung zwischen Vitamin K und Prothrombinge halt 
des Blutes ist insofern von praktisch-diagnostischer Bedeutung. als der Prothrom- 
binspiegel als Indicator fiir die Vitamin-K-Wirkung gilt. Als MaBstab dient die 


Bestimmung der sogenannten Prothrombinzeit. “ h. die Gerinnungszeit von 
Oxalatblut nach Zusatz von Calciumchlorid und Thrombokinase im Uberschuli. 
Diese Zeit gibt ein sehr genaues Mas fiir den Prothrombingehalt des Blutes. Die 
Prothrombinzeit ist dabei um so héher, je niedriger der Prothrombinspiegel liegt. 


Ergebnisse 
in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer Forscher [Adle: 
und Brehm?), Seyderhelm und {Tammann*)| stellen wir zuniichst fest, 
da& sich beim Gallenfistelhund Nr. | innerhalb von 6—8 Wochen eine iso- 
chrome Animie entwickelt, die etwa ?/, des Ausgangswertes erreicht, um 
sich dann auf dieser Hohe zu halten. 4 Monate nach Anlegung der iuBeren 
Gallenblasenfistel werden bei diesem Versuchshund spontane Haut- und 
Schleimhautblutungen in Form von Sugillationen und Suffusionen 
beobachtet, die zweifellos auf die verlingerte Blutgerinnungszeit infolge 
Prothrombinmangels im Blute (Fig.1) zuriickzufiihren sind. Beim 
finschnitt im die Olirvene zwecks Blutentnahme fallt die besonders schwere 
Blutstillung auf. Wunden zeigen bei den geringfiigigsten Anliissen eben- 
‘alls Neigung zu heftigen und anhaltenden Nachblutungen. Fibrinogen, 
Calcium und Thrombocyten weisen dagegen keinerlei Veranderungen auf 
[vgl.auch Hawkins und Brinkhous‘)]. Bemerkenswert ist, daB durch 


Jd. Quick, J. of Biol. Chem. 109, 23 (1935); Sciene 92, 113 (1940). 
*) A. Adler u. W. Brehm, Z. exper. Med. 48, 148 (1926). 

3) R.Seyderhelm u. H. Tammann, Z. exper. Med. 57, 641 (1927). 

4) W.B. Hawkins u. K.M. Brinkhous, J. of exper. Med. 68, 795 (1936 


























Bd. 279 (1943) K-Avitaminose als Ursache der Blutungsneigung usw. 5 
tigliche orale Gaben von Karan (6lléslich Merck, = Buttersiiureester des 
Methylnaphthohydrochinon, 4-mg/kg Tier) innerhalb von 10 Tagen die Er- 
scheinungen der Blutungsneigung vollstindig zuriickgehen und auch eine 
weitgehende Normalisierung der Prothrombinzeit eintritt. Der Abfall der 





. 9 
? 
| 


y) 


Prothrombinzeit unter dem EinfluB der oralen Zufuhr des K-Vitamins 
stellt sich graphisch recht eindringlich dar (Fig. 1). 
P=) 
a efile 
: ees a 
jwon 4a ‘| = 
+ of 4 2 S| 
|} =; & 
ty , A | * 
0} “ 12} 2 
n/ v—— a ————. 
ae 6} 
i At , 
ni = | 4} i 7 
)}-—_——— ' a | /aghche Karangaben van 4mg/Kg Tier per os 
LEi Monaten nach Anieg ING Ger O henviste fin Monaten 1 h Anlegung der Gallentistel 
ig. 1. Prothrombinzeit beim Gallenfistelhund Nr. 1 Fig. 2. EinfluB oraler Vitamin K-Zufuhr (taig- 


vor und nach oraler Vitamin K-Zufubr (4 mg/ke Tier) 


Prothrombinzeit beim Gallentistelhund 


Beim Gallenfistelhund Nr.2 wird durch tiglche orale Karangaben 

ke Tier die Entwicklung der Blutungsneigung verhindert. Wie 

aug Fig. 2 hervorgeht, erfolgt bei diesem Versuchshund auch keine nennens: 

weNte Anderung der Prothrombinzeit. Bei diesen prophylaktisch wirk- 
: 


A n 


IO 
onl 


am™.,Mengen haben wir trotz monatelanger Verabreichung unangenehme 
Nebenwirkungen nicht Auf Mir 


her fest, Blutungsneigung bel experimen: 


n beobachtet. Grund dieser eindeutigen 
“da dal} die 


Gallenfis! ‘. 


erursacht 


ey ed eee tah 
YCONISSC stent 


telles | ausschheBlich durch einen Mangel an Vitamin K 


wird. Das Ollésliche Vitamin-K-Priparat Karan in Tabletten- 
stellt 


form ein hochwirksames Zur 


Mittel Beseitigung der 


manifesten 





lutungsneigung und des Prothrombinmangelzustandes beim Gallenfistel- 


hund dar, durch prophylaktische Verfiitterung dieses K-Vitaminpriparates 
kann die Entstehung der K 


te \vitaminose 
verhindert werde 


bei experymenteller Gallenfiste! 


Zusammenfassung 


Durch orale ZAutuh: in 


Vitamin K form 
Karan in Dosen von 4 mg/kg Tier lafit sich der Prothrombinmangelzustand 
des Gallenfistelhundes mitsamt der hamorrhagischen 


nichtwasserléslichen von 
Diathese beheben, 
wihrend durch prophylaktische Gaben dieses Vitaminpriparates die Knt 
37 ehung der sonst obligaten ie Avitaminose eindeutig verhiitet werden kann. 
Als physiologisch verseifbarer Ester ist Karan 
Galle durch den 


tuch be: Abwesenheit von 


Tt 
a arr} PCs 
pVarn res 


irbierba 


liche Karangaben von 4mgkg Vier) auf die 
Nr. 2 
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Der Mechanismus der Citronensdurebildung im Tierkérper 
im Zusammenhang mit dem Abbau der Brenztraubensdure 


Von 


Carl Martius 
(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Tiibingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Mai 1943) 


Verschiedene in der letzten Zeit erschienene Arbeiten iiber Citronen 
siure veranlassen mich, Ergebnisse eigener Untersuchungen, die vor iiber 
einem Jahr abgebrochen werden muBSten und nur voriibergehend wieder 
aufgenommen werden konnten, trotz thres vorliufigen Charakters zu ver- 
6ffentlichen. 


I. Die Rolle der Oxalcitramalsaure bei der Citronensauresynthese 
im Tierkorper 


Wie schon vor lingerer Zeit gezeigt werden konnte'), kondensieren sich 
Oxalessigsiure (O.K.S.) und Brenztraubensiure (B.T.S.) bei schwach alka- 
lischer Reaktion und Zimmertemperatur zu einem Produkt, das durch 
Oxydation mit H,O, in Citronensiiure (C.S.) iibergefiihrt wird. Der sehr 
glatte Veriauf dieser Reaktion fiihrte uns zu der Uberzeugung, da auch 
der Weg der C.S.-Synthese in vivo ein gleicher oder ahnlicher sein miisse, 
wie durch Arbeiten anderer Autoren dann auch bestitigt schien. Ins- 
besondere wurde von N.Hallmann?) in seinen sehr griindlichen Unter- 
suchungen mit aller Deutlichkeit gezeigt, daB von einer groBen Zahl darauf- 
hin untersuchter Substanzen die Kombination von O.E.S. und B.T.S. bei 
Bebriitung mit den verschiedensten Geweben weitaus die héchste Ausbeute 

C.S. hefert. 

Was den feineren Mechanismus dieser Reaktion angeht, so schien es am 
einfachsten, ebenfalls eine Aldolkondensation anzunehmen, wie sich eine 
solche ja enzymatisch z. B. im System der Aldolase vollzieht. Die Rein 
darstellung des Kondensationsproduktes aus O.H.S. und B.T.S.*), der Oxal 


b 


citramalsaure (O.C.8.) Ib, bot die Méglichkeit, diese Annahme zu priifen. 


Ta COOH Ib COOH LI CH. 
CH, CH, —C-COOH 
HO-C-COOH ——C-COOH | CH 
CH, = + 2 QD | 
CO O | | COH 
COOH ' COH CO 
L— CO 


Die O.C.S. hat chemisch groBe Ahnlichkeit mit dem Produkt der Selbst- 
kondensation der B.T.S., der «-Keto-valerolactoncarbonsiure LI. Wie diese 


| ‘) F. Knoop, C. Martius, H. 242, I (1936). — 2) N. Hallmann, Acta 
Physiol. Scand. Vol. If Suppl. [V (1940). — 3) C. Martius, Habilitationsschrift 
Tiibingen 1937. 
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geht sie leicht in ein Lacton iiber und wird in dieser Form leicht rein er- 
halten. Dessen Salze gehen bei kurzem Erwirmen oder liingerem Stehen 
in die Salze der Tricarbonsiure iiber, von der sich auch ein aus dem Lacton 
erhiltliches Dinitrophenylhydrazon ableitet. Wie die Ketovalerolacton- 
carbonsiure ist die O.C.S. im alkalischen Milieu jenseits py 10 instabil und 
wird bei kurzem Erwirmen vollstiindig in die Komponenten gespalten. 
Dieses Verhalten bietet die Méglichkeit, O.C.S. und C.S. voneinander zu 
unterscheiden, die sonst unter den Bedingungen der iiblichen C.S.-Be- 
stimmungen beinahe vollig gleich reagieren (das Laeton dagegen wird zum 
Teil dabei ganz oxydiert). 

Knzymatische Untersuchungen fiihrten nun zu dem iiberraschenden 
Kirgebnis, daB die O.C.S. trotz ihrer leichten Bildung nicht Zwischenprodukt 
der C.S.-Synthese sein kann: 

i. Im Thunberg-Versuch mit Gurken- oder Leberenzym vermag 
O.C.8.im Dunkein Methylenblau auch nicht spurenweise zu reduzieren, geht 
also unter diesen Bedingungen nicht in C.S. iiber. (Bei Belichtung schon 
mit diffusem Tageslicht findet sehr schnell eine nichtenzymattsche 
Reduktion des Farbstoffes statt.) 

2. Bei der C.S8.-Synthese aus O.K.5. und B.T.S. mittels Gewebsbrei 
konnte stets nur fertige, gegen alkalisches EKrwiirmen bestiindige C.S. ge- 
funden werden, auch wenn die Bedingungen optimal fiir die Bildung und 
Anhaufung der O.C.S. (groBer UberschuB der beiden Komponenten, anaerobe 
Bedingungen) gewihit wurden. Zusatz von arseniger Siiure oder Selenit 
verhinderte nicht nur die C.S8.-Bildung vollig, sondern auch die Bildung 
von O.C.S. iiber das spontan sich stets bildende Maf hinaus, das bei den 
gewihlten niedrigen Konzentrationen (etwa m/50) aber nur sehr gering ist. 
Die Annahme einer iiber O.C.S. verlaufenden C.S.-Synthese war also nur 
mit der weiteren Annahme vereinbar, da diese schneller als entstanden 
weiter zu C.S. oxydiert wiirde. Tatsichlich aber wird - 

3. O.C.S. vom Gewebe iiberhaupt nicht oxydiert. Wie der Versuch 
zeigt, bildet Schweineherz, das in der Menge von 3,5 g aerob aus O.E.S. 
und B.T.S. 22 mg C.S. synthetisiert, unter den gleichen Bedingungen aus 
etwa 25 mg O.C.8. nur 1 mg C.S. (und dieses wahrscheinlich auch nicht aus 
der O.C.8S.), wihrend 13 mg der O.C.S. wiedergefunden werden, der Rest 
vermutlich durch — bei dieser Siure nachweislich starke —- Absorption an 
das Gewebe sich dem Nachweis entzieht. . 

Dieses ganz eindeutige Ergebnis interessiert in verschiedener Hinsicht. 
Kinmal zeigt es, wie vorsichtig man mit der Ubertragung von Modell- 
versuchen auf die Verhaltnisse in der .Zelle sein mu, auch wenn sich der 
heuristische Wert solcher Versuche so offenbar gezeigt hat wie im vor- 
liegenden Faile. Weiterhin wird die von F. L. Breusch*) neuerdings mit 
neuen Argumenten verfochtene Hypothese, wonach die in Gewebsversuchen 
mit O.K.S. gefundene C.S. ein Kunstprodukt infolge Selbstkondensation der 
O.E.S. sein soll, ganz eindeutig widerlegt. 


4) F. L. Breusch, H. 295, 101 (1937). Enzymologia X. 165 (1942). 
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Die Angabe von Breusch, daf Ca‘* die Kondensation von O.E.S. kata- 
lvsieren — nach eigenen Versuchen auch die von O.E.S. mit ot. a 
konnte bestatigt werden; das Reaktionsprodukt ist héchstwahrscheinlich 
identisch mit O.C.S., jedenfalls alkalilabil. Die von der Saccharinsiiure- 
bildung aus Zuckern her bekannte kondensierende Wirkung der Ca‘ diirfte 
zur Erklarung dieses Effekts ausreichen, der mit der C.S.-Synthese im 
Gewebe nichts zu tun hat. 

Wiihrend also, wie gezeigt, die enzymatische C.S.-Synthese nicht mit 
einer Kondensation von O.K.S. und B.T.S. beginnt, der eine Oxydation zu 
folgen hatte, miissen doch Oxydation der B.T.S. und Bildung der C,-Kette 
der C.S. miteinander verkniipfte Prozesse sein, da, wie schon Hallmann?) 
gefunden hatte, sich B.T.S. dabei nicht durch Essigsiure (oder Acetaldehyd) 
ersetzen laBt. In eigenen Versuchen erwies sich auch Monoacety!phosphat 
als véllig ungeeigneter Reaktionspartner. Wie aber hat man sich diese Ver- 
kniipfung zu denken ? 


Ii. Der Verlauf der Citronensauresynthese aus Oxalessigsaure 
und Brenztraubensaure im Tierkorper 


In den Verlauf dieser experimentell schwierig anzugehenden Reaktions- 
folge lieBen Versuche, in denen a«-Ketobuttersiure oder Acetaldehyd dem 
O0.K.8./B.T.8.-Gemisch zugesetzt wurden, Einblick gewinnen. Wie Long 
und Peters?) gezeigt haben, wird «-Ketobuttersiture durch Gehirnbrei von 
Tauben etwa ebenso schnell abgebaut wie B.T.S., und zwar bis zur Stufe 
der Propionsiure, wahrend B.T.S. nur zum kleineren Teil in Essigsiure 
iibergeht, das meiste zu CO, und H,O verbrennt. Versuche mit Herzmuskel 
ergaben nun, da8, wenn man zu O.E.S. und B.T.S. (beide m/50) eine aiqui- 
molare Menge «-Ketobuttersiure zusetzt, die Ausbeute an C.S. auf genau 
die Hilfte sinkt (Versuch 2). Dieses Ergebnis diirfte kaum anders zu deuten 
sein, als daB die x-Ketosiuredehydrase dank der gleichen Affinitit zu beiden 
Substraten unter diesen Umstiinden nur die Haifte der B.T.S.-Menge zu 
oxydieren imstande ist, als ohne den Zusatz, d.h. aber, daB die Oxy- 
dation der B.T.S. die erste Stufe der zur C.S.-Synthese hinfihren- 
den Reaktionsfolge ist. 

Versuche mit Zusatz von Acetaldehyd fiihrten weiter. Setzt man zu 
dem System Gewebebrei-O.E.5.-B.T.S. Acetaldehyd zu, so findet man mit 
steigender Konzentration des letzteren wachsende Hemmung der C.S. 
Synthese, die durch Waschen des Gewebes wieder vollkommen zu beheben 
ist. Statt bzw. neben C.S. tritt, wie ich gefunden habe, in diesen Versuchen 
in Mengen, die von der Konzentration des zugesetzten Acet raldehyds ab 
hingig sind und genau der weniger gebildeten Citronensiure en‘ 
sprechen, Acetoin auf. Dabei ist zu beriicksichtigen, daB von der 
Verhaltnis zur angewandten Gewebsmenge groBen B.T.S.-Menge im Ve 
lauf der Versuchszeit (30 Minuten) nur ein Teil zu C.S. umgesetzt wird. 


*) C. Long, R. A. Peters, Bioch. J. 38, 759 (1939). 
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Die Tatsache der Aquivalenz der weniger gebildeten C.S. und des dafiir 
entstandenen Acetoins kann also nur bedeuten, daB beide Stoffe aus 
einer beiden gemeinsamen Vorstufe entstanden sein miissen. Als 
solche hat man im Falle der Acetoinbildung durch Hefe meistens eine 
besonders reaktionsfihige Form des Acetaldehyds, einen Aldehyd ,,in statu 
nascendi‘’ angesehen®), da Acetaldehyd allein von Hefe nicht zu Acetoin 
umgesetzt wird. Von der auch im Falle der Acetoinsynthese als nicht sehr 
wahrscheinlich wenig diskutierten Méglichkeit, da Anlagerungsprodukte 
von Acetaldehyd und B.T.S. die reaktionsfiihige Zwischenstufe bilden, kann 
man bei der gleichzeitigen und konkurrierenden Acetoin- und C.S8.-Bildung 
um so mehr absehen, als ein solches Anlagerungsprodukt im Falle der C.8.- 
Synthese als Zwischenprodukt ja ausgeschlossen werden konnte. Zwischen- 
produkt diirfte also mit groBer Wahrscheinlichkeit ein 2C-K6rper sein. Im 
Kalle der Hefe, der Carboxylase also als wirksamem Agens, hat man sich 
diesen Korper bisher wohl immer als auf der Oxydationsstufe des Aldehyds 
stehend vorgestellt. Im Falle des tierischen, B.T.S. abbauenden Fermentes 
aber, das ja kaum rein carboxylatische, sondern dehydrierende Wirkungen 
entfaltet, liegt es niher, an emen reaktionsfiihigen, auf der Stufe der Kssig- 
siiture stehenden Korper zu denken. (Von der Diskussion der dritten 
Méglichkeit, eimes zwischen Aldehyd und Siiure stehenden Radikals soll 
hier abgesehen werden.) 

Ks soll im folgenden gezeigt werden, da die Annahme eines ,,aktiven“ 
essigsiiure- (oder vielleicht besser keten-) iihnlichen Radikals es erlaubt, 
siimtliche, in ihrer Vielfalt verwirrenden Erscheinungen beim Pyruvat- 
abbau eimbheitlich zu erkliren. 

arboxylase und B.T.S.-Dehydrase enthalten als Wirkgruppe Aneurin- 
phosphat” ® %), auch fiir die C.S.-Synthese im Tierkérper!®) ist Vitamin B, 
als notwendig erkannt worden; dieses kann als H,-Acceptor wirken!??). 
Kis sind also die Voraussetzungen dafiir gegeben, daB beim B.T.S.-Ab- 
bau in allen Fallen zunachst eime Entziehung von Wasserstoff erfolgt, 

dessen Folge dann erst die Abspaltung von CO, angesehen werden 
konnte. Ich mochte diese Hypothese zur Diskussion stellen. Je nach den 
verschiedenen Organismen, Gewebsarten und Zusitzen verliuft der B.T.S.- 
Abbau verschieden und wire in seinen einzelnen Reaktionen etwa folgender- 
maBen zu formulieren: 

1. im Falle der carboxylatischen Spaltung wird das Zwischenprodukt 

kurz ,,Radikal genannt — nach erfolgter CO,-Abspaltung sofort vom 


Y Wass 


Knzym wieder 2H aufnehmen und zu Acetaldehyd stabilisiert werden: 


CH,—C=O + 2H = CH,—CHO. 


6) W. Dirscheri, H. 188, 225 (1930). — 7) K. Lohmann, P. Schuster, 
Bio. Z. 294, 188 (1937).— 8) F. Lipmann, Enzymol. IV, 65 (1937).— °) 1. Banga 
S. Ochoa, R. A. Peters, Bioch. J. 38, 1109 (1939). — !°) H. A. Sober, 
M.A. Lipton, C.A. Elvehjem, J. of Biol. Chem. 1940, 605. — 3") F. Lip- 
mann, Naturw. 188, 1097 (1936). 
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2. Aerob (oder anaerob unter Dismutation mit geeigneten Wasserstoff- 
acceptoren) kann sich Essigsiure bilden!® ® 1%): 


CH,—C=0 + H-OH = CH,—COOH (analog Keten + H,0). 
| | 


3. Ber Anwesenheit von Acetaldehyd wird das Radikal von diesem 
abgefangen, das gebildete Diacetyl kann wieder 2H aufnehmen: 


CH,—C=0O + CH,—CHO = CH,COCOCH, (+ 2, 1=CH,CHOHCOCH,). 
| | 


Die Annahme, da bei der Acetoinbildung intermediiir Diacetyl ent- 
steht, laBt auch die sonst schwer zu erklairende Tatsache vielleicht ver- 
stiindlicher erscheinen, da8 bei Vergiirung von B.T.S. mit Macerationssaft 
racemisches Acetoin erhalten wird, wiihrend die lebende Hefezelle vor- 
wiegend |-Acetoin lefert. Die optische Aktivitét rithrt nach obiger Auf- 





fassung nicht von eimer — bei Radikalreaktionen schwer verstiindlichen 
(Dirscherl) — asymmetrischen Synthese her, sondern ist die Folge der in 


der lebenden Hefezelle anders verlaufenden nachtriglichen Hydrierung, bei 
welcher dort vielleicht dasselbe Ferment mitbeteiligt ist. welches bei der 
Hydrierung von kiinstlich zugesetztem Diacetyl zu Acetoin und aktivem 
Butylenglykol als beteiligt anzunehmen ist. 

Diacetyl ist ibrigens in Blut und Harn**) als Erzeugnis von Mikro- 
organismen im, Butteraroma’*) aufgefunden worden. 

4. Die intermediiire Bildung von C.S. beim Abbau der B.T.S. erscheint 
nun klar als Bindung des _ ,,Radikals‘‘ durch das ,,Abfangmittel“ O.K.S 


COOH COOH COOH 
CH, CH, CH, 
{ | 
==C- COOH —C-COOH + H.0 = 0.C-.COOH 
sa i is LS COOH 


(Chemisches Analogon: Bildung von 6-Lactonen aus Keten + Carbony! 
verbindungen.) . 

An weiteren Reaktionen des ,,Radikais‘‘ erscheint als moéglich bzw. 
wahrscheinlich: Die Acetylierungen kérperfremder Aminosiuren und ihn- 
liche durch B.T.S., die — nach Krebs") iiber Acetobrenztraubensiure ver- 
laufende — von verschiedenen Autoren beobachtete Bildung von Keton- 
kérpern aus Kohlenhydraten bzw. B.T.S. und schlieBlich die von Evans'®) 
angegebene bei groBen B.T.S.-Konzentrationen an die Stelle bzw. neben 
die C.S.-Bildung tretende direkte Bildung von «-Ketoglutarsiure aus B.T.S. 


Mit der Formel CH,-C—O soll weniger die be1 einem, kurziebigen 
Radikal kaum je zu erfassende Struktur als vielmehr seine besondere 


42) EC. S. G. Bay ‘ron, C. P. Miller, J. of Biol. Chem. 97, 691 (1932); 115, 
695 (1936), - 3) Hi. Krebs, Bioch. J. 31, 661 (1937) u. a. 
14) H.Schn alias. H. 188, 279 (1930); 200, 169 (1931); vgl. auch A. ! 
: irtanen, Z. Ang. 54, 491 (1941). — *°) H. A. Krebs, W. A. Johnson, Bioc: 
31, 772 (1937). 16) KE. A. Evans. Bioch. J. 34, 829 (1940). 
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Reaktionsweise bezeichnet werden. Es erscheint durchaus méglich, daf 
sich das Radikal dabei — vielleicht imidartig — in Bindung an das Fer- 
ment bzw. seine Wirkgruppe befindet. 


III. Zur Frage der Citronensduresynthese aus Oxalessigsaure 
und /-Ketosaéuren 


Nachdem die Prifung der O.C.S. ergeben hatte, daB fiir die C.S.- 
Synthese offenbar B.T.S. als solche nicht nétig sei, muBte sich die Frage 
aufdriingen, ob nicht auch andere besonders geeignete Substanzen als 
Lieferanten fiir die an O.K.S. zu bindende 2C-Kette in Frage kiimen, wobei 
in erster Linie an /-Ketosiiuren, speziell an Acetessigsiure zu denken war, 
nachdem schon Hallmann mit /-Oxybuttersiure zusammen mit C,-Di- 
carbonsdiuren positive Ergebnisse erhalten hatte. Diesbeziigliche Versuche, 
die schon 1941 unternommen worden waren, hatten gezeigt, daB in der 


Tat Acetessigsiure mit O..S. oder — um spontane Bildung von B.T.S. 
moéglichst hintanzuhalten — mit |-Apfelsiure kombiniert, ziemlich regel- 


maBig etwas héhere Ausbeuten an C.S. hefert (etwa 50°/,) als die Kompo- 
nenten allein, doch reichten die mit den verwandten Gewebspriaparaten 

meist Rinder- oder Schweineherz — erhaltenen Ausbeuten nie an die 
sehr viel héheren, mit B.T.S. zu erzielenden heran. So bestanden Bedenken, 
in diesen Ergebnissen eine ausreichende experimentelle Begriindung fiir eine 
Theorie des Fettsiureabbaues zu sehen, so bestechend eme solche auch 
scheinen mochte. 


Nun erhielt ich Kinblick in das Manuskript einer Untersuchung von 
Kk. L. Breusch (KEnzymologia, 1943), in weichem dieser unter erneuter Ab- 
lehnung der C.S.-Bildung aus O.E.S. und B.T.S. angibt, aus /-Ketosiiuren 
und O.E.S. verhaltnismiBig hohe Ausbeuten an C.S. ‘erhalten zu haben. 
Da Breusch Organe frisch getéteter Katzen verwendet, konnte der Unter- 
schied zu meinen Versuchen moglicherweise darauf zuriickzufiihren sein. 
Versuche mit frischem Skelettmuskel und Niere einer Katze ergaben jedoch 
auch hier, da 1. schon mit O.K.S. allein stets — gegen Alkali stabile — 
C.S. erhalten wird und 2. Zusatz von Acetessigsiure nur eine miBige Er- 
hédhung der C.8.-Menge bewirkt. 

Hier werden weitere Versuche Klirung bringen miissen. An sich 
kénnte eime nichthydrolytische Spaltung einer /-Ketosiure ohne 
weiteres zu einem Zwischenprodukt fiihren, wie es oben fiir den B.T.S.- 
Abbau angenommen wurde: 


CH,COCH,COOH=CH,COOH + CH,—C=0 . 


Von einem C.S. synthetisierenden EKnzym _ ,,Citrogenase“‘ zu sprechen, 
wie Breusch tut, halte ich fir stark verfriiht. Das angeblich Acetoin syn. 
thesierende Enzym ,,Carboligase ist ja gleichfalls gestrichen worden. Der 
Zusammenhang beider Synthesen laBt die Existenz solcher ,,Ligasen“ oder 
,,Genasen“ noch fragwiirdiger erscheinen. 
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Versuchsteil 


Darstellung der Oxalcitramalsaure 


13,5 & Oxalessigsiure ('/,) Mol) und 8,8g Brenztraubensiure (*/,) Mol) 
wurden mit Soda neutralisiert und auf einen pH von 9 gebracht. Volumen der 
Liésung 100ccm. Nach 18stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur ergab die 
Titration einer Probe die Bildung von 35°/, der Theorie Oxalcitramalsiure ent- 
sprechend 7 g Citronensiure. Es wurde mit Phosphorsaure bis zum py 4 angesiuert 
und im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. Die nach 3stiindigem Extra- 
hieren erhaltenen Anteile wurden verworfen, dann wurde die Lésung starker an- 
gesiuert und weitere 40 Stunden extrabiert. Die hierbei erhaltenen Extrakte 
schieden nach dem Abdampfen des Athers im Vakuumexsiccator nach einigem 
Stehen Krystalle aus. Sie wurden auf Ton abgepreBt und aus Hssigester- Petrol- 
aither umkrystallisiert: Kleine derbe Krystalle, Zersetzungsp. 178° (Braunung ab 
170°). Gesamtausbeute an reinem Stoff 2,7 g. 





Analyse (Schoeller): 4,495 mg, Subst.: 6,855 mg CO,; 1,280 mg H,O. 
Fir das Lacton C,H,O, Ber. C 41,6 H 2,97 
Gef. ,, 41,59 15 Gye. 
23,1 mg verbrauchten 32ccm n/100-NaOH (Indicator Bromthymolblau 
sehr unscharfer Umschlag) Aquivalentgewicht = 72,4. 
Dinitrophenylhydrazon aus Methanol—-Wasser umkrystallisiert Zersetzungsp. 





163°. 
Analyse (Schoeller): 2,96 mg, Subst.: 0,366 com N 23°, 759 mm. 
C,3H,.01, Ber. N 14,0 Gef. N 14,1. 


Mit Hilfe von Brucin laBt sich Oxalcitramalsaure in die optischen Antipoden 
aufspalten, das saure Salz der !-Form ist schwer léslich. [a]p der reinen Saure 
= — 166°. 


Die Ausfiihrung der auszugsweise wiedergegebenen Gewebsversuche geschah 
in der Weise, daB das frische oder bei —4 bis 0° aufbewahrte Organ — die Fihig- 
keit zur C.S.-Synthese bleibt unter diesen Umstinden bis zu 14 Tagen erhalten — 
mit der Latapiemiihle zerkleinert wurde, gegebenenfalls 2—3 mal mit 1°/, NaHCO, 
gewaschen und mit der Lésung der neutralisierten Substrate, die mit 1°/, NaHCo, 
auf ein bestimmtes Volumen — meist 15 ccem/5 g Gewebe aufgefiillt w orden 
waren, zusammen in 100 ccm Ko6lbchen unter Luft oder Sauerstoff bei 37° im 
Thermostaten gedreht wurde. Das px betrug stets ca. 8,1. In den Filtraten der 
mit Trichloressigséure enteiweiBten Ansitze wurde C.S. in der iiblichen Weise 
colorimetrisch, Acetoin als Dimethylglyoximnickel bestimmt. 





1. Verhalten der Oxalcitramalsdaure im Gewebe 

je 3,5 g Schweineherz. 

A. Mit 105 mg O.E.S. + 70 mg B.T:S. 

B. Mit einer Lésung von Oxalcitramalsaurelacton, die nach Neutralisation 

15 Minuten auf dem Wasserbad erwarmt worden war und direkt bestimmt 25 mg 

C.S. entsprach. Nach 60 Minuten enthielt 

A. Direkt best. 19,5 mg C.S. 15 Minuten sodaalkalisch erhitzt 22,5 mgC.S 

B. > » 13,5mgC.s. 7” a m 1,2 mgC.58. 


Entsprechende Ergebnisse «wurden mit Kaninchenniere und Leber, sowie mit 
Herzmuskel unter Verwendung o optisch- aktiver O.C.S. (d- u. l-Form) erzielt. 
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2. Hemmung der C.S.Synthese durch a-Ketobuttersaure 


je Versuch 5 g Rinderberz 2mal mit 1°/, NaHCO, gewaschen. 

A. Mit 33 mg O.E.S. +- 22 mg B.T.S. 

B. Mit 33mg O.E.S. + 22mg B.TS. 4 mg a«-Ketobuttersiure. 
C.S. gebildet nach 30 Minuten in A. 20 mg, in B. 10 mg. 


In Versuchen mit Stierhoden wurde der gleiche Hemmungseffekt beob- 
achtet, zum Teil jedoch hier noch verstarkt durch einen unspezifischen Salzeffekt 


(—70°/, 


3. Konkurrenz der Acetoin- 


Hemmung). 


und Citronensaure 


ebildung 




















Versuch 20 g Niere (Rind), 182 mg O.E.S., 88 mg B.T.S. 
a oe Nach 30 Min. 
Ac iy nya gebildete C.S. Acetoin mg 
- meg 

A oo 6,8 gef. — ber. — 
B. 37,2 5,5 Spur 
C. 150 2,2 gef. 2,4 ber. 2,4 
D. 300 1,0 gef. 2,5 ber. 2,8 
je Versuch 15 g Rinderherz (gewaschen) 99 mg O.E.S., 66 mg B.T.S. 
A. — 72 gef. ber. — 
B. 73 19,5 gef. 25,6 ber. 26 


_ Bei den Versuchen mit Acetaldehydzusatz ist pro Molekil weniger gebildeter 
S.S. ein Molekiil Acetoin zu erwarten. Die ,,berechnete‘‘ Acetoinmenge steht zu 
der Menge der weniger gebildeten C.S. demnach im Verhaltnis 88 (Molgew. Ace- 


toin) : 192 (Molgew. C.S.). Bei dieser Berechnung wurde eine — bei der C.S.- 
Bestimmung nicht erfaBte — Bildung von 10°/, Isocitronensiure + cis-Aconit- 
saure in Rechnung gestellt. 


4. Versuche iiber die Citronensaurebildung aus Acetessigsiure 


1. je Versuch 15 ¢ Rinderherz. 
A. Mit 132 mg O.EK.S. nach 60 Minuten ne ae 12,5mg C.S. 
B. Mit 132 mg O.E.S + 102 mg Acetessigs. ...... .34 mg CS. 
C. Mit 102 mg Acetessigs. . ........2.2.2.2.+.. 9 mg CS. 
If. je Versuch 10 g Schweineherz. 
A. Mit 134 mg |-Apfelsiure nach 2'/,Stunden . ..... 40 mg CS. 
B. Mit 134 mg pay eee + + 102 mg Acetessigs.. . . . . 40 mg CS. 
C. Mit 134 mg 1-Apfelsiure + 10,2 mg Acetessigs. . . . . 46 mg CS. 


D. Mit 102 Acetessigs. 3,6 mg C.S. 


III. je Versuch 5 g Schweineherz. 
A. Mit 34 mg 1-Apfels., nach 30 Minuten... ..... 8 mg CS, 
B. Mit 34 mg I- Apo. + 5mg Acetessigs. nach 30 Minuten 10 mg CS. 
C. Wie A nach 150 Minuten... feovreveer ££ oe 
D. Wie B nach 150 Minuten ...... inv aes Be Be See 
IV. je Versuch 5g Herz (Rind) 3mal gewaschen. 
A. Mit 33 mg O.E.S. nach 60 Minuten . 3,6mg C.S 
B. Mit 33 mg O.E.S. + 25 mg Acetessigs. 5,5mg C58 


C. Mit 33 mg O.E.S. + 22 mg B.TS. 24 mg GS. 
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V. je Versuch 3g Katzenniere (ganz frisch). 


A. Mit 33 mg O.E.S. nach 45 Minuten .. . | 2,3mg C.S. 
B. Mit 33mg O.E.S. + 25 mg Acetessigs. mee 45 ) Minuten 49mg C.S: 
C. Mit 25mg Acetessigs. nach 45 Minuten. . . . ... . OOmg CS. 


je Versuch 5g Skelettmuskel (Katze) frisch. 


D. Mit 41 mg O.E.S. nach 45 Minuten ‘aS S8#e oh Be Se 
E. Mit 41 mg O.E.S.+ 27,5mg B.T.S. . . . . 2 2... 6 3,8mg CS 
F. Mit 41 mg O.E.S. + 31 mg Acetessigs 2,3mg C.S 


G. Mit 31 mg Acetessigs. 


In den Versuchen mit Acetessigsiure fielen die schwankenden und nicht 
immer reproduzierbaren Ausbeuten an C.S. besonders auf. 


Nachschrift bei der Korrekturz 


Nach Abschlu8 der Arbeit wurden weitere Versuche iiber die Citronen- 
siurebildung aus Acetessigsiiure angestellt, und zwar auf Grund privater 
Mitteilungen von Prof. H. Wieland mit frischer Rinderniere. Nach dem 
Ausfall dieser Versuche sehe ich mich nunmebhr veranlabt, die Bedenken, 
die ich gegen die Annahme einer direkten Citronensiurebildung groBeren 
Ausmafes aus Oxalessigsiiure und Acetessigsiiure bisher noch glaubte er- 
heben zu miissen, zuriickzuziehen. So ergibt sich die tiberraschende Tat- 
sache der Existenz zweier verschiedener Citronensiiure bildender Enzyme. 
Das eine, Brenztraubensiure umsetzende, sehr stabile Desmo-Knzym wird 
in seiner Wirkung am reinsten an etwas abgelagertem, mehrfach gewasche- 
nem Herzmuskel studiert. Im Ausma der Citronensiurebildung wird es 
fast erreicht von dem vorziiglich in frischer Niere wirkenden (H. Wieland) 
und Acetessigsiure verwertenden zweiten Enzymsystem, welches weniger 
lange haltbar zu sein scheint und sich — wie F. L. Breusch gefunden hatte 
und ich bestiitigen konnte — teilweise in Lésung bringen laBt. Im tibrigen 
scheinen beide Enzyme in verschiedener Stirke nebeneinander j in fast allen 
Organen vorzukommen. 
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Das Kreatin aufbauende Ferment des quergestreiften Muskels 
Von 
Fritz Menne 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Minster i. W.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22%, Mai 1943) 


in jing ster Zeit erbrachten Lehnartz und Jensen!) den endgiiltigen 
-weis dafiir, daB der quergestreifte Muskel aus Arginin Kreatin aufbauen 
sann, und in eigenen Untersuchungen wurden auch Histidin?), Glyko- 
cyamin und Cholin®) als Kreatinbildner erkannt. Es war von vornherein 
wahrscheinlich, daB der Kreatinaufbau aus diesen Vorstufen ein fermen- 
tativer Vorgang ist. Die Richtigkeit dieser Vorstellungen konnte durch 
Versuche an Muskelextrakten bewiesen werden. 

Da sich in friiheren Versuchen dic Exposition des Muskelbreis mit 
Arginin und Histidin in neutralem Phosphatpuffer als optimale Versuchs- 
vedingung fiir ihren Umbau in Kreatin erwiesen hatte, wurde zu Phosphat- 
extrakten der Muskulatur Arginin oder Histidin hinzugefiigt; eine Ver- 
mehrung ihres Kreatingehalts konnte dabei nicht erwiesen werden. Dieses 
negative Ergebnis hitte durch die Unléslichkeit des Fermentes in dem 
angewandten Phosphatpuffer verursacht sein kénnen. Aber auch die Ex- 
position des mit Arginin oder Histidin versetzten Extraktionsriickstandes 
der Muskulatur ergab keine Vermehrung des Kreatins. Vereinigt man da- 
segen den allein unwirksamen Extrakt und den allein ebenfalls unwirk- 
samen Riickstand wieder, so ergibt sich nach Zusatz von Histidin eine Zu- 
nahme des Kreatins um 14 0/,*) (Tab. 1). Dieser Befund macht es in hohem 


Tabelle ] 


Extrakt und Riickstand aus 1 g Muskelbrei -+ 80 mg Histidinchlorhydrat 











Versuchs-Nr. Anfangswert Zusatz von Histidin 
2,15; 2,13 2,14 = 100 2.43; 2.43 | 2,43 = 113,5 
2. 2,27; 2,25 2,26 = 100 2,60; 2,58 | 2,59 = 114,6 
Gesamtdurchschnitt 100 114,17 


\iaBe wahrscheinlich, daB das Ferment der Kreatinbildung sich aus zwei, 
lurch Extraktion voneinander trennbaren Anteilen zusammensetzt, wobei 





) E. Lehnartz u. R. Jensen, H. 271, 275 (1941). 
*) F. Menne, H. 278, 103 (1942). — *) F. Menne, H. 278, 269 (1942). 
*) In dieser und den folgenden Tabellen sind die Kre atinwerte des gesamten 
Ans satzes als mg Kreatinin ig ei on. AuBerdem ist der Anfangswert gleich 100 
esetzt und das Ergebnis der Zusatzversuche auf ihn bezogen (kursive Zahlen). 
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das Apoferment in den Phosphatextrakt geht, das Co-Ferment im Riick- 
stand verbleibt. Das Co-Ferment kann dem Riickstand durch Extraktion 
mit Phosphatpuffer oder Wasser bei einer Temperatur von 100° entzogen 
werden. Dieser Kochsaft allein kann aus Arginin oder Histidin kein Kreatin 
bilden; vereinigt man aber Extrakt und Kochsaft und fiigt Arginin hinzu, 
so ergibt sich eine durchschnittliche Vermehrung des Kreatins um 8,9°/, 
(Tab. 2). 


Tabelle 2 
Aktivierung durch Kochsaft 


1 ccm Kochsaft, 20 mg Argininchiorhydrat 





Versuchs-Nr. Anfangswert Zusatz von Arginir 


a) leem Extrakt 





3. 1,56; 1,56 1,56 = 100 1,61; 1,80 | 1,7] 110 

4. 1,49; 1,49 | 1,49 = 100 1,63; 1,61 | 1,62 = 108,i 

5. 1,21; 1,26 | 1,24= 100 1,35; 1,32 | 1,34 = 108,1 
Gesamtdurchschnitt 100 108 ,9 

b) 1 g Riickstand 

6. 1,04; 1,15 | 1,09 = 100 1,22; 1,22 | 1,22 = 110,2 

: a 1,01; 1,02 | 1,02 = 100 Lio; ie 6 U| «C1 = Tite 
Gesamtdurchschnitt 100 113,7 


Damit war der erste Beweis dafiir geliefert, da} das Kreatin aufbauende 
Ferment des Muskels aus zwei Anteilen besteht, emem Apoferment, das 
in neutralem Phosphatpuffer loslich und vermutlich ein EKiweiBkorper ist, 
und einem Co-Ferment, das in den Kochsaft iibergeht. 

Der geringe Umfang der Kreatinsynthese in den Versuchen 3-—5, der 
weit unter den von Lehnartz und Jensen am Muskelbrei erhaltenen Aus- 
beuten liegt, wurde auf eine unvollstindige Extraktion des Fermentes be- 
zogen. Tatsiichlich wurde auch der Extraktionsriickstand durch Zusatz 
von Kochsaft zur Kreatinsynthese aus Arginin aktiviert (Tab. 2b), wobei 
die Steigerung im Durchschnitt 13,7°/, betrug. 

Ks wurde jedoch angenommen, da auBer durch unvollstiindige Ex- 
traktion auch noch durch die Gegenwart storender Substanzen in den 
Phosphatextrakten die Kreatinsynthese beeintriichtigt wird, und deshalb 
der Muskelbrei vor der Phosphatextraktion mit Wasser extrahiert. Der 
wiBrige Extrakt hat weder allein noch nach Aktivierung mit Kochsatt 
die Fahigkeit, Arginin in Kreatin umzuwandeln. Dagegen ergibt sich 
mit dem nach Vorextraktion gewonnenen Phosphatextrakt eine durch- 
schnittliche Steigerung des Kreatins um 26,3°/, (Tab. 3), eine Zunahme 
also, die noch iiber der von Lehnartz und Jensen am Muskelbrei erha!- 
tenen Vermehrung von durchschnittlich 23,2°/, liegt. Der nach der Ex- 
traktion mit Wasser und Phosphat verbleibende Riickstand zeigt mit 
Arginin und Kochsaft noch einen Kreatinanstieg um 11,2°/o. 
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Tabelle 3 
Vorextraktion mit Wasser 


2ccm Kochsaft, 20 mg Argininchlorhydrat 





























_ _ | lg Muskelriickstand (nach Extraktion mit Wasser und Phosphat) 
Versuchs-Nr. |— 
Anfangswert -Zusatz von “Arginin 
g 1,04; 1,04 1,04 = 100 1,21: 1,32 | 1,27 = 121,6 
9. 1,28 = 100 | 1,36 = 106,3 
10 1,72; 1,56 1,64 = 100 1,82; 1,75 | 1,78 = - 108, 9) 
1] 1,35 = 100 1,46; 1,46 1,46 =  108,2 
hschnitt 100 177, 9 
Tabelle 3 (Fortsetzung) 
. 2cem Phosphatextrakt (nach Vorextraktion mit Wasser) 
V UCHS-INE . 
Anfangswert Zusatz von Arginin 
8, 0,96; 1,04 1,00 = 100 128: 114 | 1,21 = 121 
9 i,14; 1,14 1,14 = 100 1,38; 132 | 1,35 = 118,4 
LO. 0,96 = 100 1,36; 140 ‘| 1,38 = 143,8 
11. | 1,32 = 100 1,56; 1,638 1,61 = 122 
Gesamtdurchschnitt 1700 126,3 





Tabelle 4 
Mehrfache Phosphatextraktion 


Zusatz: 20 mg Argininchlorhydrat = A 





Dy : r Gesamt- 
Kx- Zu- i . 
a Versuchs-Nr. durch- 
trakt satz 
se chnitt 


a) 4—S8 com Extrakt, 2—4 ccm Kochsaft 





Lo. 14. 
2. 1,16 = 100 1,04; 1,07 | 1,06 = 100 100 
A. 125; 1,18 |1,22 = 105 || 1,14; 1,14 | 1,14 = 107,56 106,3 
3 1,25; 1,35 | 1,30 = 100 || 1,32; 1,32 | 1,32 100 100 
A. 1,44 = 111,])| 1,47; 1,56 | 1,52 = 116,2 113,2 
4. - , | 0,72; 0,76 10,7 4 — 100 100 
A. | | 0,81; 0,85 0,83 = 193.3 112,2 
b) 10g Rickstand, 2cem Kochsaft 
Riick- 15. | 16. 
stand] — 0,76; 0,82 |0,79 = 100 || 0,86; 0,79 |0,83 = 100 100 
3. A. 0,81; 1,07 |0,94 = 119 0,89; 0,91 |0,90 = 108,4 113,7 
17. 
0,73; 0,76 | 0,75 = 100 100 
4. A. 0,77; 0,85 \0,81 = 108 108 











Durch mehrere aufeinanderfolgende Phosphatextraktionen lassen sich 
der Muskulatur immer noch weitere Mengen des Apofermentes entziehen. 
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Aus Tab. 4 geht hervor, da auch der nach vier aufeinanderfolgenden Ex. 
traktionen verbleibende Riickstand noch eine starke Aktivitit aufweist 
Dieser Befund liBt erkennen, dab das Ferment des Kreatinaufbaues nach 
der Definition Willstatters*) den Desmoenzymen zugerechnet werden 
muB, daB es also in hohem MaBe strukturgebunden ist. Da das Apoferment 
nicht in Wasser, wohl aber in verschiedenen Salzlosungen léslich ist, ist es 
unwahrscheinlich, daB es zu den Albuminen gehért, mdglich dagegen, dafi 
es sich um ein Globulin handelt. 


Zur Priifung der Haltbarkeit des Apofermentes wurde eine gréBere 
Menge Muskelextrakt hergestellt und seme Aktivitét sofort, sowie nach 
verschieden langer Aufbewahrung ermittelt. Die Tab. 5 zeigt, daB ein 2 Tage 
alter Extrakt noch unverindert wirksam ist, daf} dann bis zum 5. Tage die 
Wirksamkeit langsam, vom 6. Tage an rasch abnimmt. 5 Tage alte Extrakte 
sind also zu den Fermentversuchen noch verwendbar 


Tabelie 5 
Alternder Extrakt 


4 com Extrakt, 2 ccm Kochsaft, 2 ccm Phosphatpuffer, Zusatz: 20 mg Arginin 
chlorhydrat = A 





























Alter Zu- Versuchs-Nr. Gesamt- 
d. Ex- eee eaeseeeniaa aaa a a 
trakts| ~~ 18. ! 19. schnitt 
frisch } — | 1,09; 1,13 |1,11 = 100 | 100 
A 1,35; 1,37 |1,36 = 122,5 122.5 
1Tag} — 1,09; 1,06 (1,08 = 100 1,68; 1,68 | 1,68 = 100 700 
A. | 1,42; 1,39 |1,40 = 129,6 || 1,96; 1,96 |1,96 = 116,6| 123,1 
2Tagel — 1,39; 1,39 | 1,39 = 100 100 
A, 1,70; 1,70 | 1,70 = 122,3 122,3 
3 Tage| — | 1,13; 1,13 |1,13= 1200 |) 1,37; 1,37 |1,37 = 100 100 
A. | 1,35; 1,35 11,35 = 121,3|| 1,58; 1,58 | 1,58 = 115 118,1 
4Tagel — | 1,09; 1,09 |1,09= 100 || 1,46; 1,46 | 1,46 = 100 100, 
A. | 1,27; 1,27 11,27 = 116,5|| 1,60; 1,60 |1,60 = 109,5] 173.0 
5 Tage] — 1,08; 1,01 |1,05 = 100 | 100 
A. | 1,27; 1,23 11,25 = 119,6 | 119,6 
6 Tage] — - 11,41; 1,46 | 1,44 = 100 100 
A. 1,63; 1,60 |1,62= 1125 | 112,5 
7 Tagel — | 1,56; 1,56 |1,56= 100 | 1,41; 1,39 | 1,40 = 100 100 
A. | 1,77; 1,72 |1,75 = 112 | 1,44; 1,48 |1,46= 1043] 108,17 








Kin nach Meyerhof®) mit Aceton aus Froschmuskelbrei gewonnenes 
Trockenpulver ergibt ebenfalls nach Zusatz von Kochsaft, Phosphat und 
Arginin einen Anstieg des Kreatins, und zwar durchschnittlich um 17,4°/,. 
Kbenso 148t sich aus Muskelextrakt mit Aceton ein wirksames Trocken- 
praiparat herstellen (Tab. 6). 


4) R. Willstatter u. M. Rohdewald, H. 208, 189 (1931). 
5) Bio. Z. 178, 415 (1926). 
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Tabelle 6 


Acetontrockenpulver 


com Kochsaft, 5 ccm hited sored Pu 7,0, 20 mg oir ta si 








Zn usatz von Arginin 


Versuchs-Nr. | Anfa ngswert 














a) 0,lg Tr osktenpuly er aus Muskelbrei 


20 i 1,56 = 100 1,78: 195 {| 1,87 = 119,65 
2} 1,61: 1,65 1,63 = 100 1.93: 1,89 | 1,91 = 117,2 
99 | 1.95; 1,93 1,94 = 100 | 2,32; 2,16 | 2,24 = 115,5 
:mtdurchschnitt 700 | 117.4 
UO, kenpulver aus Muskelextrakt 
23. i 2 100 | 1,44; 1,46 
i 


| 1.2 145 = 116 
24 | 166: 1,70 | 1,68 = 100 1.77; 1,77 1,77 = 105,4 


pets Eet4 
hschnitt 700 110,7 


Gegensatz zu dem Apoferment des Kreatinaufbaues ist das im 
Kochsaft enthaltene Co-Ferment. lange Zeit unveriindert wirksam. Nach 


dem Versuch der Tab. 7 besitzt auch ein 24 Tage alter Kochsaft noch seine 
volle Wirksamkeit. 





Tabelle 7 
Alternder Kochsaft 
1.0 ¢ Riickstand, 2 cem Phosphatpuffer, 2 cem Kochsaft, 
20 mg Argininchlorhydrat = A 
bzw. 3 cem Extrakt, 2 cem Phosphatpuffer, 2 cem Kochsaft, 
20 mg Argininchlorhydrat = A 





ge S y + 

we ~ YT “ : 

a \ § Versuchs-Nr. 42 
TN oan OS 5 rS) 3 
coms | Nee ninth - aceuiitinanenenes a sosnenieiieianal onmeonnes ——— a 

=o} & In 25 26 27 53 2 

aw] = ” | is , 4 uw @ 


| | 
Riick-} — | 0,93; 0,97 0,95 = 100 | 0,66; 0,68) 0,67 = 100 | 0,95 = 100 | 100 
24 | stand | A | 1,15; 1,11) 1,13 = 118,8) | 0,89 0,85, 0,87 = 130 | 1,04 = 109,5| 119,4 
;- |-- 10,88; 0,85) 0,87 = 100 |0,78; 0,76,0,77 = 100 41,13 = 100 
trakt | A 10,97 = 110,3) 0183: 0,88 0,86 = 110,1| 1,18 = 104,5| 108,3 


36 desgl. 0,90; 0,92 0,91 = 100 


A 10,97; 0,99 0,98 = 107,7 107,7 


29 3 
48 | Riick- Loo: i 1,25 100 0,76 = 100 
Std. | stand | A 11,41; 1,33 1,37 = 109,6 | 0,82 107,9 108 ,7 
Ex- Lae: i 127 = 700 |,0,78; 0,75| 0,77 = 100 
trakt | A L4 111,1,, 0,81: 0,83) 0,82 = 106,5 108,8 


Oy) 
= 





Riick- 0.89 100 
96 | stand 0,99 = 111.1 111.1 
Std. | Ex- 0,92 - 100 

trakt \ | | Of 115.5 











24 | acgo) ),97; 0,90} 0,94 = 100 
Tage] "oO" } A 1,07: 1,07) 1,07 = 113,9 113.9 











‘owed, 
4 
— 
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Uber die Natur des Co-Fermentes der Kreatinsynthese kénnen noch 
keine Vermutungen geiiuBert werden. Da der, Kochsaft nach Veraschung 
seine Kigenschaft als Co-Ferment verliert, kann lediglich gesagt werden, daB 
es ein organischer Stoff ist. Wegen der groBen Bedeutung, die der Muskel- 
adenylsiiure im Stoffwechsel der Muskulatur zukommt, wurden orienticrende 
Versuche iiber die Méglichkeit einer Aktivierung sowohl des Muskelextraktes 
wie des Riickstandes durch diese Substanz vorgenommen; sie verliefen 
negativ. Kontrollversuche zeigten, da zum unveriinderten Brei zuge- 
setzte Adenylsiure nicht in Kreatin umgewandelt wird. Fir das freie 
Adenin wurde dies bereits friiher gefunden. Die weitere Untersuchung des 
Kochsaftes auf das in ihm enthaltene Co-Ferment ist in Angriff genommen, 
aber noch nicht zum Abschlu8 gebracht 

Das Hauptaugenmerk wandte sich einstweilen dem Apoferment 
Wie schon oben angedeutet, lassen die Léslichkeitsbedingungen darauf 
schlieBen, daB es aller Wahrscheinlichkeit nach zu den Globulinen gehort 
Ke wurden daher die MuskeleiweiSkérper, insbesondere die Globuline 
Myosin, Myogen und Globulin X auf ihre Fihigkeit, nach Aktivierung 
durch Kochsaft aus Arginin Kreatin zu bilden, untersucht. 

Von einem nach Hollwede und Weber®) gewonnenen Myosinbrei 
wurden jeweils 5g mit Kochsaft, Phosphatpuffer und Arginin versetzt 
und nach Tab. 8 tatsichlich in siimtlichen Versuchen eine deutliche, meist 
sogar eine sehr erhebliche Vermehrung des Kreatins, 1m Durchschnitt um 
41°/,, erhalten. Bei der geringen absoluten Hohe der Kreatinwerte in diesen 
Versuchen im Vergleich mit den vorhergehenden kénnte trotz der hoheren 
relativen Zunahme an Kreatin eine geringere absolute Steigerung erwartet 
werden. Jedoch ist in diesen Versuchen die absolute Zunahme des Kreatins 
mindestens so hoch, wenn nicht sogar héher als bisher. Im Hinblick auf 
die auBerordentliche Spezifitit der Fermentproteine lassen die Versuche 
der Tab.8 mit gr6Bter Wahrscheinlichkeit den Schlu8 zu, daB das Apo- 
ferment des Kreatinaufbaues mit dem MuskeleiweiBkérper Myosin iden 
tisch ist. 


Tabelle 8 
Myosinbrei, Kochsaft + Arginin 


5,0 g Myosinbrei, 3 ccm Kochsaft, 5 ccm Phosphatpuffer, 
20 mg Argininchlorhydrat 




















Versuchs-Nr. Anfangswert Zusatz von 20 mg Arginin 
33. 0,49; 0,49 | 0,49 = 100] 0,73: 0,73; 0,76 | 0,74 = 151 
34. 0,45; 0,47; 0,45 | 0,456 = 100} 0,49: 0,50; 0,50 | 0,50 = 109,6 
35. 0,38; 0,45 | 0,42 = 100 0,57; 0,59 | 0,58 = 138 
36. 0,33; 0,35 | 0,34 = 100 0,49; 0,47 | 0,48 = 141 
37. 0,43; 0,49 =| 0,46 = 100 0,89; 0,61 | 0,75 = 163 
38. 0,57; 0,64 | 0,605 = 100 0,90; 0,87 | 0,88 = 145 
Gesamtdurchschnitt 100 141,3 





6) Bio. Z. 295, 205 (1938). 
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Trotz der Eindeutigkeit der Ergebnisse dieser Versuche waren die 
groBen Unterschiede in der Kreatinvermehrung (9,6—68°/,) unbefriedigend. 
Der Grund dafiir wurde darin gesehen, da die verschiedenen Myosinpor- 
tionen trotz gleichen Gewichtes wahrscheinlich eine ungleichmiBige Ver- 
teilung von Myosin und Wasser aufwiesen. Daher wurde das Myosin mit 
0,35 m KCl-Lésung zu einer homogenen Lésung verriihrt und diese als 
Apoferment verwandt. Die in 2 Versuchen gefundenen Zunahmen von 22 
und 32°/, waren zwar gleichmiifiger, aber wesentlich niedriger als die mit 
dem Myosinbrei erhaltenen. Es wurde deshalb in weiteren Versuchen das 
Myosin statt in KCI in 0,35 m Phosphatpuffer von px 7,0 gelést und nun- 
mehr, wie Tab. 9 zeigt, tatsichlich eine ziemlich gleichmaBige, erhebliche 
Steigerung des Kreatins erhalten, die mit durchschnittlich 38°/, praktisch 
der mit dem Myosinbrei erhaltenen (Durchschnitt 41°/,) entspricht. Der 
KiweiBgehalt in den Ansiitzen der verschiedenen Versuche der Tab. 9 lag 
zwischen 2,5 und 25 mg, ohne da durch diese Unterschiede eine nennens- 
werte Differenz im Ausmaf der Kreatinsynthese bedingt worden wiire. In 
einem Versuch mit 2,5 mg Myosin pro Ansatz betrug die Steigerung z. B. 
45°/,. KEbenso war die Herkunft des Myosins, ob aus Frosch- oder aus 


Kaninchenmuskeln, ohne Einflu8 auf den Ausfall der Versuche. 


Tabelle 9 
Myosinlésung in Phosphatpuffer 


5 ccm Myosinlésung, 3 ccm Kochsaft, 20 mg Argininchlorhydrat 








. Ohne 
Versuchs-Nr. ane ee 


Arginin 


0,44; 0,50 | 0,47 = 100 0,68; 0,69 

0.68; 0,57 | 0,63—=100 | 
0,38; 0,45 | 0,42 = 100 0,52; 0,52 
0,43; 0,50 | 0,47 = 100 0,71; 0,64 


Gesamtdurchschnitt 700 








Durch die optimale Wirksamkeit sehr geringer Myosinmengen gewinnt 
die Anschauung, das das Myosin mit dem Apoferment der Kreatinsynthese 
identisch ist, weiterhin an Wahrscheinlichkeit. Die Behauptung von der 
Identitit mute jedoch noch durch den Nachweis gestiitzt werden, daB 
nur das Myosin, nicht aber auch einer der anderen KiweiBkorper des Muskels 
durch den co-fermenthaltigen Kochsaft zur Kreatinsynthese aktiviert 
werden kann. Entsprechend der Erwartung erwiesen sich von den Muskel- 
elweiBk6rpern sowohl das Globulin X, das nach der Vorschrift von Meyer 
und Weber’) aus Froschmuskeln gewonnen wurde, als auch das Myogen, 
dessen Lésungen nach Weber’) aus Kaninchenmuskeln erhalten wurden, 
als Apoferment ungeeignet; es lieB sich durch sie keine Kreatinvermehrung 


7) Bio. Z. 266, 137 (1933). — 8) Bio. Z. 158, 443 (1925). 
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erzielen. Auch den EiweiBkorpern des Blutserums, und zwar weder dem im 
Serum vorliegenden Gemisch noch der Albumin- oder der Globulinfraktion 
kommt die Funktion des Apofermentes zu. SchheBlich wurde auch mit 
Fibrinogenlésungen, die nach Hammarsten’) aus Rinderblut gewonnen 
wurden, ein negatives Ergebnis erhalten. 

Von den verschiedenen untersuchten KiweiBkorpern hat also allein 
das Myosin die Eigenschaft, als Apoferment der Kreatinsynthese aus Ar 
ginin oder Histidin dienen zu kénnen. Somit kommt diesem Kiweibkorper 
an dem sich der Kontraktionsvorgang im Muskel abspielt, auch eine wesent 
liche Bedeutung fiir den Chemismus des Muskels zu. Ks sorgt als Apofermen‘ 


der Kreatinsynthese fiir den Aufbau eines Stoffes, dessen Phosphorsiur 
verbindung, das Phosphokreatin, fiir den Ablaut der Kontraktion des 
Muskels und fiir die sie begleitenden intermediiren Stoffwechselvorginge 


von wesentlicher Bedeutung ist 


Methodisehes 


Herstellung der Apofermentlésung. Die Muskein der hinteren Kixtremitate 
eines Frosches werden auf der Glasplatte mit der Schere zerkleinert und im 
Zentrifugenglas pro g Muskel mit 2ccm neutralem Phosphatpuffer versetzt 
Nach einstiindigem Stehen bei -}- 4°, wobe} mehrmals umgeriihrt wird, wird zentri 
fugiert und die iiberstehende Lésung ‘ verwandt. Bei Vorextraktion mit Wasse 
wurde der Muskelbrei zunachst 1 Stunde mit Wasser bei -+- 4° gehalten, dann 
zentrifugiert und der Muskelriickstand der oben beschriebenen Phosphatextraktion 
unterworfen. 


Herstellung des MKochsaftes. in den ersten Versuchen wurden 5 ¢ 
Muskelbrei in 20 com Phosphatpuffer von py 7,0 bei 80° eingetragen und zum 
Sieden erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde filtriert und das Filtrat benutzt. In 
den spateren Versuchen wurde der Kochsaft in gleicher Weise, aber mit Wasser 
hergestellt. Die geringen, in ihm enthaltenen KiweiBmengen wurden durch ko! 
loidale Eisenhydroxydlésung ausgefiallt. 


Zusammensetzung und Verarbeitung der Ansdtze. Die Zusammensetzung 
der einzelnen Ansitze geht aus dem Kopf der einzelnen Tabellen hervo 
Histidin und Arginin wurden als Hydrochloride in Mengen von 10—40 mg pro 
Ansatz in einem Volumen von 5 ccm in neutralisierter Lésung zugesetzt. Nach 
3stiindigem Stehen bei 18° wurde mit 5°/,iger Trichloressigsiure in 3°/,iger Salz- 
sdure unterbrochen. In den Myosinversuchen (Tab. 8 und 9) wurde mit 10°/,iger 
Trichloressigsiure in 3°/,iger Salzsiure unterbrochen und enteiweiBt. Die weiter: 


Verarbeitung geschah nach den Angaben von Lehnartz und Jensen sowie von 
Lehnartz?®). 


Acetontrockenpulver aus Muskelbrei. 20 ¢ Froschmuskeibrei wurden mit 
100 ccm eiskaltem Aceton verriihrt und zentrifugiert und die Acetonbehandlung 
nochmals wiederholt. Der Riickstand wurde auf der Nutsche mit Aceton und 
Ather gewaschen und im Vakuum getrocknet. 


Acetontrockenpulver aus Muskelextrakt. 20 com HExtrakt wurden in 
240 ccm eiskaltes Aceton gegossen und nach 24stiindigem Stehen im Kiihlschran\; 
zentrifugiert. Der Riickstand wurde mit Ather auf der Nutsche (gehirtetes Filte: 
gewaschen und im Vakuum getrocknet. 


*) Hoppe-Seyler-Thierfelder, Physiologisch- und pathologisch-chemi 
sche Analyee, 9. Aufl., Berlin 1924. 
10) H. 271, 265 (1941). 
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a Myosinversuche (‘I ab. 9). 1—-10g Myosinbrei werden mit 20 ccm 0,35 m- 
Phosphatpuffer von px 7,0 verriihrt und von dieser Lésung pro Ansatz 5ccm 
verwandt 


Zusammenfassung 


Die vorliegende Arbeit geht von der Tatsache aus, da der querge- 
streifte Muskel die Fahigkeit hat, Arginin und Histidin zu Kreatin umzu- 
bauen. Es konnte nachgewiesen werden, daB fiir diese Leistung des Muskels 
ein Ferment oder Fermentsystem verantwortlich ist 


2° cy = 


Im einzelnen hatten die Versuche folgendes Ergebnis 
Weder der Phosphatextrakt aus Muskelbre: noch der extrahierte 
Rickstand allein kénnen aus Histidin oder Arginin Kreatin aufbauen. Da 
gegen ist nach Vereinigung von Extrakt und Riickstand eine Kreatinbildung 
1achzuweisen. Muskelkochsaft aktiviert den Extrakt zum Umbau der 
senannten Aminosiuren zu Kreatin 

2. Durch eine vorangehende Extraktion des Muskels mit Wasser laBt 
sich die Wirksamkeit des Phosphatextraktes erhOnen; der Wasserextrakt 
selber ist unwirksam. Durch mehrfach wiederholte Extraktion gelingt es 
nicht, das Apoferment vollstiindig von den zelligen Klementen des Muskels 
loszulosen 

3. Die Unloslichkeit des Apofermentes in Wasser und seine Loslichkeit 

Salzl6sungen weisen auf seine Globulinnatur hin. 

4. Das Muskelglobulin Myosin hat die Kigenschaften des Apofermentes 
der Kreatinbildung. Nach Zugabe von cofermenthaltiger Losung wandelt 
es Arginin oder Histidin in Kreatin um. Myogen, Globulin X, Serumalbu- 
min, Serumglobulin und Fibrinogen sind dagegen als Apofermente un- 
wirksam. 


r 
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Uber einen empfindlichen Nachweis des Acetylcholins 
mit Hilfe von Dipikrylamin 
Von 
D. Ackermann und H. Mauer 


‘(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Wiirzburg) 


‘Der Schriftleitung zugegangen am 15. Juni 1943) 


Da fiir die Isolierung und Identifizierung tierischer Basen ein geeignetes 
Fallungsmittel von entscheidender Bedeutung ist und die Zahl der dazu 
verfiigbaren kaum groB genug sein kann, haben wir uns im hiesigen Institut 
schon mehrfach bemiht, derartige Reagentien auszumitteln. So konnte 
die Rufiansiure!) (Chinizarinsulfosdure), ferner Alizarindisulfosiure, Anthra- 
rufindisulfosiure, Chrysazinsulfosiiure und Purpurinmonosulfosiiure?), so- 
dann Sozojodolsiure*), Nitranilsiiure*) und (2)-Nitroindandion-(1,3)*) als in 
bestimmten Fallen sehr brauchbar bezeichnet werden. 

Auf Grund eines Hinweises von L. Rosenthaler®), daB Fallungsmittel 
fir Kalium und Ammonium gleichzeitig Alkaloidfaillungsmittel zu sein 
pflegen, sahen wir uns nach weiteren derartigen Reagentien um. 

Das neuerdings angegebene 4,6-Dinitrobenzfuroxan’) gab nur mit 
wenigen der gepriiften tierischen Basen schwerldsliche Niederschlige, wohl 
aber scheint uns die Anwendung des Hexanitrodiphenylamins, auch Di- 
pikrylamin genannt, in manchen Fillen besondere Vorteile zu bieten. Das 
Dipikrylamin ist unter dem Namen ,,Aurantia‘“ als Lederfarbstoff im 
Handel und wurde von N. 8. Poluektoff’) als Kaliumreagens empfohlen. 
Wir verwendeten das Magnesiumsalz 


Mg [N (C.H,(NO,);). |, , 


das von der Firma Schering-Kahlbaum geliefert wird. Es ist bereits zur 
Ausfallung von Pflanzenalkaloiden wie Morphin, Cytisin, Spartein von 


Langhans’) als geeignet gefunden worden. Er bezeichnet die entsprechen- 
den Salze als ,,Hexylate. 


Wichtig ist, da8 bei nicht saurer Reaktion gefallt wird, weil sonst die 
freie Siure ausfallt, die bei Zimmertemperatur nur zu 0,007°/, léslich ist; 
das ist z. B. zu beachten beim Arbeiten mit Chloriden von Betainen und 


\ 


1) W. Zimmermann, H. 188, 180 (1930); 189, 155 (1930). 
*) Ders., H. 192, 124 (1930). — %) D. Ackermann, H. 225, 46 (1934). 
4) KE. Miller, H. 268, 245 (1941). — 5) Ders., H. 269, 31 (1941). 
6) L. Rosenthaler, Schweizer Apothekerzeitung 61, 1923 (Nr. 10). 
7) H. Rathsburg u. A. Scheuerer, Die Chemie 56, 123 (1943). 
8) N.S. Poluektoff, Kalic USSR. 2, Nr. 10, 44 (1933); C. 1934, 1, 2949. 
Weitere Literatur bei R. Dworzak u. H. Ballezo, Mikrochemie 26, 322 (1935). 
*) Langhans, Nitrocellulose 9, 19 (1938); C. 1988, HI, 132. 
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auch von Kreatinin, die ja sauer reagieren. Schwach alkalische Reaktion 
schadet hingegen nicht 

Ks ergaben sich nun in einer ganzen Reihe von Fillen z. B. bei Arginin, 
Lysin, Histidin, Histamin Cadaverin, Putrescin schwerldsliche Verbin- 
dungen, doch waren die Niederschlige trotz Anwendung reinsten Ausgangs- 
materials dlig und blieben dies auch weiterhin. Da diese Salze deshalb fiir 
eine Isolierung und vor allem analytische Identifizierung kaum in Betracht 
kommen konnten, wurden sie nicht weiter untersucht. 

Anders verhielten sich Cholin, Acetylcholin und Kreatinin. Hier ent- 
stehen sofort krystallinische Salze von tiefroter Farbe, die sich gut aus 
Wasser umkrystallisieren lassen. Fiir eine Bereicherung halten wir vor 
ullem das Hexylat des Acetylcholins, da sich herausstellte, daB es an Schwer- 
loslichkeit sowohl das Chloroplatinat (in alkoholischer Lésung), wie vor allem 
auch das Reineckat tibertrifft. Die Reineckesiure (C,H,N,5,Cr) ist zuerst von 
Kapfhammer und Bischoff?!*) zur Isolierung von Acetylcholin heran- 
gezogen und hat sich in der Folge auch fiir andere Basen sehr bewiihrt. 
Bei spiteren Versuchen, das ja physiologisch so bedeutungsvoll gewordene 
Acetylcholin priparativ zu erfassen bzw. unter Umstiinden quantitativ zu 
bestimmen, diirfte nun auch das Dipikrylamin heranzuziehen sein, um so 
mehr, da sich das Acetylcholinhexylat als etwa 10mal schwerer loslich als 
die entsprechenden Verbindungen des Cholins und auch des Kaliums erwies, 
die beide die Isolierung des Acetylcholins aus Organen oft sehr stéren 
konnen. Zudem ist das Acetylcholinhexylat gut umkrystallisierbar und hat 
einen scharfen Schmelzpunkt. 

Tropft man die Fallungsmittel zu den Lésungen der verschiedenen 
Chloride, so erhilt man beim Acetylcholin mit Dipikrylamin noch eine 
deutliche Fillung bei einer Konzentration von 1 : 10000, mit Reineckesiiure 
nur bei 1: 1000. Sogar dem Platinchlorid in alkoholischer Lésung ist das 
Dipikrylamin hier iiberlegen, da eine alkoholische Lésung von Acetylcholin 
hier nur noch bei einer Konzentration von 1: 1000, aber nicht mehr von 
§: 10000 ausfillt. 

Aber nicht nur wird die Schwerldéslichkeit des Acetylcholins seine 
[solierung erleichtern, sondern dariiber hinaus besteht jetzt die Méglichkeit, 
kleine Mengen Acetylcholin auch quantitativ colorimetrisch zu erfassen, 
wenn man sich der Lésung dieses Salzes in Aceton bedient, die sehr farb- 
stark ist. So konnten wir feststellen, daB eine Losung, die im ccm Aceton 
| v Acetylcholinhexylat entsprechend 0,26 y freies Acetylcholin enthilt, in 
einer Schichtdicke von 5cm noch eine deutlich erkennbare Gelbfairbung 
Zelgt. 

Acetylcholinhexylat. Kine Loésung des Chlorides wird mit dem Dipikry}- 
aminreagens versetzt. Leuchtend rote mikroskopische Tafelchen, die nach dem 
Umkrystallisieren bei 183° schmelzen. 

C,H,,0,N:C,,H,O,.N, Ber. C 39,04 H 3,45 N 19,18 
Gef. ,, 38,68 ») 0,00 ,, 19,09. 


10) J. Kapfhammer u. C. Bischoff, H. 191, 179 (1930) 
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Cholinhexylat. Die Krystalle erscheinen mikroskopisch als Nadelchen. 
Zersetzungsp. 232—233° unter Aufschaéumen. 


C,H, ,ON-C,,H,0,,N, Ber. C 37,64 H 3,35 N 20,66 
Gef. ,, 38,06 ,, 3,56 ,, 20,56. 


Kreatininhexylat ist wesentlich léslicher, da man hier nur bei einer Kon- 
zentration von 1:20 noch eine deutliche Fallung bekommt. Unser seit langem 
erstrebtes Ziel, endlich eine schwerlésliche Verbindung fiir diesen bei der Auf- 
arbeitung tierischer Extrakte auf andere Basen oft so auBerordentlich hinderlichen 
K6orper ausfindig zu machen, ist also auch mit dem Dipikrylamin noch nicht er- 
reicht. —- Beim Umkrystallisieren aus heiBem Wasser dissoziiert das Salz, so daB 
hier erst von der schwerléslichen Saéure, die sich abscheidet, abfiltriert werden muB. 
Zersetzung unter Aufschaumen bei 165—167°. 


C,H,0-N,:C,,H;:0,,N, Ber. C 34,79 H 2,19 

Gef. ,, 34,87 ,, 2,23. 
Um die Basen freizumachen bzw. sie in andere Salze, z. B. Chioride, iiber- 
zufiihren, geniigt Zugabe von Salzsiure zu ihren Lésungen, Absaugen des ab- 


geschiedenen graugelben, freien Hexylamins und Ausathern des noch gelésten 
geringen Restes des Fallungsmittels. 


Berichtigung 


zu Hans Lettré und Hans Fernholz, Beitrag zur Beziehung 
zwischen der Mitosegiftwirkung usw. 278, 175 (1943) 


S. 187, Zeile 14 v. u. lies: f- statt o-Aleninester. 

S. 189, Zeile 17 v. u. lies: Mitosegiftwirkung statt Mitosevergiftung. 

S. 196, Mitte: Bei N-Acety]l-c-(p-methoxypheny])-y-(p-methoxypheny]l)-propy!- 
amin betrigt die Einwage 3,692 und nicht 4,692 mg. 
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Colorimetrische Differentialbestimmung von Stilbéstrol 
und Hexéstrol 


Bemerkungen zu der Mitteilung von Ernst Huf und Grete Widmann 
(H. 274, 88 (1942) 
Von 


Gino Carrara 


(Aus dem Untersuchungslaboratorium der Firma Lepetit S.A., Mailand (Italien)] 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28, Februar 1943) 


Bei hier laufenden Arbeiten iiber synthetische Substanzen mit éstrogener 
Aktivitat waren wir mit colorimetrischen Reaktionen auf Stilbene bzw. deren 
Reduktionsderivate beschaftigt. Deswegen haben wir mit groBem Interesse die 
neueste Arbeit von Huf und Widmann iiber eine stufenphotometrische Be- 
stimmung von éstrogenen Stilbenen gelesen. Wir haben aber, trotz genauer Kin- 
naltung der angegebenen Reaktionsbedingungen, mit Stilbdstrol (4-4'-Dioxy-a, B- 
diathylstilben) bei den vorgezeichneten Konzentrationen von 50/250/y/ccm zu 
schwache, kaum ablesbare Farbungen bekommen. Bei denselben Reaktions- 
bedingungen haben wir dagegen mit Hexéstrol (4-4’-Dioxy-y,6-diphenylhexan) die 
Entwicklung einer schénen roten Farbe bemerkt. Wir sind der Ursache dieser Un- 
stimmigkeit nachgegangen und sind so in den Besitz einer differenten Farbreaktion 
zwischen Hexo- und Stilbéstrol gekommen. 

Die p-Diazobenzolsulfosiurelésung, wie man sie beim Gebrauch von wenig 
Salzsaure erhalt, ist nur mit Hexéstrol kupplungsfaihig und entwickelt mit ihm 
eine intensive rote Farbe; mit Stilbéstrol wird dagegen eine meBbare Farbe nur 
erhalten, wenn man gréBere Mengen Salzsiure und Nitrit verwendet. Wir glauben, 
da8 im letzteren Falle eine o-Nitro- -p-diazobenzolsulfosiure gebildet wird und diese 
bei der Kupplung mit Stilbéstrol eine rote Farbe von meSbarer Intensitat ent- 
wickelt. Zu bemerken ist, daS zum qualitativen Nachweis von Stilbéstrol von 
Huf selbst m-Nitrodiazobenzol empfohlen wird. Wir sind damit im Besitz einer 
unterschiedlichen Farbreaktion zwischen Hexo- und Stilbéstrol. 


Hex6strol. — Diazolésung. 4,5 g Sulfanilsiure werden hei in 4,5 ccm konz. 
Salzsiure und 100 ccm Wasser gelist; die hei® filtrierte Lésung wird abgekiihlt 
und auf 500 ccm eingestellt. 1,5ccm dieser Lésung werden in einem 50-ccm- 
MeBkolben mit 1] ccm einer 5°), igen Natriumnitritl6sung versetzt und in His 
a: Nach 10 Min. wird auf 50 ccm aufgefiillt. Die Lésung wird vor Gebrauch 

1 Std. lang in Kis stehen gelassen. 


Ausfiihrung: 1 ccm einer methylalkoholischen Lésung von Hexéstrol (50 
bis 250 y/ccm) wird in einem Reagenzglas mit 8 ccm Boratpuffer (20 g Borsaure 
und 280 ccm N/1 NaOH in 1 Liter) versetzt, kraftig geschiittelt und 5—6 Min. bei 
80—85° coke: man kihlt auf 20° und kuppelt mit 2 com der gekiihlten Diazo- 
l6sung. 3—5 Min. spater gibt man | Tr. ges. Calciumchloridlésung zu. Die Mischung 
wird kraftig durchgeschittelt, filtriert und im Stufenphotometer beim Filter 8. 50 
gegen Boratpuffer gemessen: y/com = (E + 0,085) : 0,0047. 


Stilbéstrol. Die Sulfanilsiurelésung ist genau wie vorher beschrieben dar- 
gestellt; nur werden 60 ccm (statt 4,5 ccm) Salzsiure verwendet. 1,5 ccm dieser 
Losung werden genau nach Huf zuerst mit 1 jo com und nach 5 5 Min. noch mit 
5ccem einer 5°/jigen Natriumnitritldsung in einem 50-ccm- MeB8kolben versetzt ; 
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die Mischung wird nach weiteren 5 Minuten auf 50 ccm gebracht. Die Kupplung 
wird ganz genau wie bei Hexéstrol ausgefiihrt: y/eem = (EK — 0,0275): 0,00145. 


In Fig. 1 geben wir die Extinktionswerte bei 1 em Schichtdicke und Gebrauch 
von 60 ccm Salzsiure und 7,5 ccm Natriumnitritlésung fiir 2 Ansiitze mit 100 
und 200 y Stilbéstrol. 
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Fig. 1 


Stilbostrol. Extinktionswerte (7,5 cem NaNO, /60 cem HCl) 


In Fig. 3 ist (1) die EKichkurve fiir 8. 50 bei diesen Bedingungen fiir Ansitze 
von 50—250 y Stilbéstrol. 
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Fig. 2 


Hexostrol. Extinktionswerte (1 com NaNO./4,5 cem HCl: 


Fiir Hexéstrol gaben 60 ccm Salzsiure und 7,5 ccm Natriumnitritlosung 
kaum brauchbare Extinktionswerte fiir Ansitze von 50—-150 y; auBerhalb dieser 
letzten Konzentration waren die Werte ganz unregelmaBig [Fig.3 Kurve (2)]. 
Mit 4,5 ccm Salzsiure und 7,5 ccm Natriumnitrit erlaubte die EKichkurve ziemlich 
genaue Ablesungen zwischen 50y und 250 y; mit 4,5 ccm Salzsiure und | ccm 
Nitrit waren die Extinktionswerte nur wenig geringer, und die Kurve erlaubte 
noch genaue Messungen [Fig. 3 Kurve (3), (4)]. 
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In Fig. 2 sind die Extinktionswerte fiir Hexéstrol in Abhangigkeit der Wellen- 
lange fiir Ansaitze mit 100 y und 2007 und Schichtdicke mit 1 cm angegeben. 
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Fig. 3 


Eichkurven 


1, Stilbéstrol 
7,5 ecm NaNO,/60 cem HCl 
9 


2. Hexostrol 
7,5 cem NaNO, / 60 cenr HCl 


3. Hexéstrol 
7,5 cem NaNO, /4,5 eem HCl 


4. Hexdéstrol 
1 cem NaNO, /4,5 eem HCl 


Erwiderung auf die voranstehende Arbeit von Carrara 


Von 


Ernst Huf und Grete Widmann 


Durch die Arbeit von Carrara werden wir auf zwei weitere Druckfehler in 
unserer Mitteilung aufmerksam gemacht. 1. Auf 8. 89 unserer Arbeit muB es bei 
der Herstellungsvorschrift fiir die p-Diazobenzolsulfosiureldsung 45 ccm, nicht 
4,5 com konz. Salzsdiure heiBen (Carrara verwendet 60 ccm). 2. Die Wellenlaingen- 
skala der Fig. 1 muB ansteigend nicht abfallend geschrieben werden. — Die 
Schwierigkeiten, die Carrara bei der Anwendung unserer colorimetrischen Stilben- 
bestimmungsmethode hatte, klaren sich hiermit vollig auf. 


In diesem Zusammenhang verweisen wir auch noch einmal auf die Berich- 


tigung in dieser Zeitschrift 275, 72 (1942). 
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Uran in Anhangsgebilden der Haut bei Mensch und Tier 
Von 


Josef Hoffmann 







(Aus dem Institut fiir Chem. Techn. anorganischer Stoffe der Technischen Hochschule, Wien) 






(Der Schriftleitung zugegangen am 17, Marz 1943) 






Nagelsubstanz, Mensch. 0,0972 ¢ Substanz hinterlieB einen schwach 
gelblichen Glihriickstand mit 10% g U/25 mg NaF, woraus sich ergab 
40-10-* ¢ U/0,0972 = 4,11-10°7 g U/g Nagelsubstanz, Mensch - 
4,12-10° 59, U. 


Vogelfedern, Wildtaube. Federfahne: 0,6287 g ergaben 0,0560 g 
C-freien Glihriickstand mit 4-10~®g U/25 mg NaF, enthielten somit: 
160 -10-° g U/0,0560 = 2,85-10-* g U/g Riickstand = 2,86-10°49, U 
und 160-10-%g U/0,6287 =2,5-10-’g U/g Fahne = 2,5-10 5%, U. 
Spulen von 0,003 g mit 0,0012 g Glihriickstand und 2-10~° g U/25 mg 
ergaben: 80-10-® g U/0,0012 = 6,6-10-* g U/g Glihriickstand — 
80: 10~* g U/0,003 g = 1,99-10-7 g U/g Spule = 1,99- 10°59, U. 

Schafwolle. 0,6161 g gewaschene Wolle mit 0,0960 g Gliihriick- 
stand und 2-10-%g U/25mg NaF enthielten: 80-10-® g U/0,0960 = 
8,33-10~7 g U/g Glihriickstand bzw. 80-10°° g U/0,6161 = 1,29- 
10-7 g U/g Schafwolle = 1,29- 1075 °/, U. 










































Frauenhaar, dunkelblond, ohne Zwiebel, geschnitten, von 1,5715 g, 
dem Gliihriickstand 0,0157g sowie 5-10 %g U/25 mg NaF’ ergaben: 
200-107 g U/0,0157 = 1,27-10°° g U/g Glihriickstand bzw. 200- 
10°° g U/1,5715 = 1,27-10°-7 g U/g Frauenhaar, dunkelblond = 
1,27-10-°°/, U. Anscheinend entspricht die U-Menge der Substanz- 


dichte des Organes. 




























An unsere Mitarbdetier 


Es ist unbedingt notwendig, daf alle eingehenden Mitteilungen in gut lesbarer, 
modglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrdgliche Anderwrgen verursachen 
wesentliche Kosten, die sich naturgemap auf die oa dee t der Zeitschrift 
mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern berechnet werden 
sollen. Leicht lesbar abgefafie Schriftsdtze ermdglichen auch der Schriftleitung 
eine raschere Priifung als schwer leserliche und kénnen infolgedessen schneller 
zum Druck gelangen. 





Anschrift fiir Sendungen: 


Professor Dr. A. Butenandt, Berlin-Dahlem, 
Kaiser-Withetm-lInstitut fiir Biochemie, 
Thielallee 69-73 
Professor Dr. F. Knoop, Tiibingen, 
Physiotogisch-chem. Institut, Gmelinstr. 8 oder 


-rofessor Dr. K. Thomas, Leipzig C 1, 
Physiologisch-chem. Institut, Liebigstrafe 16. 



































Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 
P. Holtz und Karl Credner (2); Chr. Reichel; C. F. Wendt; F. Kégl, J. H. Ver 
beek, H. Erxleben und W. A.J. Borg; F. Kogl and K. J. ten Ham; Anna Effsing; 
Andreas Hock und Hermann Fink; Georg-Otto Schliitz; Hans v. Euler und 


Lucie Ahlstrém; Johannes Dobberstein und Andreas Hock: Ernst Schaaf; 
Hans Lettré. 
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Die Furstl. Jablonowskische Gesellschaft der Wissenschaften stellt folgende 


Preisaufgabe: ,,Die cunee der Proteine”’ 


Gewiinscht wird eine nicht zu lange kritische Zusammenfas sung der heutigen Kenntnisse auf 
dem Gebiet der Chemie der Proteine. 


lie Rewerhiino hriftean i hn . P oa } . r Sans ; : . 

Die Bewerbungsschriften sind ohne Namensangabe bis zum 31. Dezember 1945 einzureichen 
3 hy 24 atT? trearcia 31+ To rh 2 { , ‘ A» .4 

nebst einem versiegelten | mschlag, der auf der AuBenseite das Kennwort der Arbeit tri vt und 

inwendig Namen und Anschrift des Verfassers iy Die 










Einsendungen sind an den Archivar 
der Furstl. Jablonowskischen Gesellschaft der Wissen aften, Universitatsbibliothek, Leipzig C1, 
BeethovenstraGe 6, zu richten. Die Ergebnisse der “acres der eingegangenen sch rifte n werden 
im Marz 1946 bekanntgemacht. Als Preis ist ausgesetzt: Preis 500 RM. Die gekronten Be- 


4 hriinoes hriften verriean trrar $49 ' ‘ a 
werbdungsscnriiten werden Eigentum der Gesellschaft, fiir die Drucklegung sorget die Gesellschaft. 

















Wer Termin fiir d Ablieferung der im Jahr 1939 gesteliten Preisaufgabe ist bis zum 31. Dez. 
1 verlancert a ’ Dra oan I } ¢ . Bs 4 ; 4 f j } f 
1944 verlangert worden. Diese rPreisaufgabe hat folgenden Wortlaut: Welchen 1 influg hat die 
a > ; lletAnmoaAinae AAgl J ° > _ vir4 * 5 j 

tellweiSe Oder istandige Molekulsymmetrie auf die Entstehung, die Stabilitat und die Eigen- 


Schaften chemischer Verbindungen?‘‘ (Bedingungen und Preis siehe oben 


n.) 
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Arbeitsmethoden Ser modernen Naturriffenfchaften 


Herausgegeben von Professor Dr. A. Thiel 


Die Sammlung umfaft das Gesamtgebiet der Naturwissenschaften und deren Grenzgebiete, 

besonders alle Gebiete der Chemie. Es wird bewuft auf eine ausfOhrlicdhe Darstellung der 

historischen Entwicklung jedes Teilgebietes verzidhtet und das Sdchwergewicht auf die Ver- 

mittlung des fiir die praktische Durdhfihrung der besten und erprobtesten Laboratoriums- 
methoden notwendigen Wissens gelegt. 


Bisher sind erschienen 
I. W. KOSTER 7 A. THIEL 
Logarithmisce Rechentafelin fiir Chemiker, Pharmazeuten, Mediziner und 


Physiker. 51.—55., verbesserte und ve -rmehrte. A uflage. Oktav. 273 Seiten 
1942. Halbleinen RM 7.80 ‘ 


A. THIEL 
Absolutkolorimetrie. Oktav. XV, 216 Seiten. 19390. Ganzleinen RM 10.80 


A. THIEL / R. STROHECKER / H. PATZSCH 

Taschenbudh fiir die ee c Hilfstabellen far die Arbeiten 
des Chemikers, Lebensmittelchemikers, Garungsdhemikers, 'ettchemikers, 
Wasserchemikers und verwandter Berufe. Oktay. Xi, 173 Seiten. 1938. 
Ganzleinen RM 8.00 


H. GINSBERG 
Leichtmetallanalyse. Mit 19 Textabbildungen. Oktav. XVI, 301 Seiten. 
1941. Ganzleinen RM 13.50 


FP. TODT 
Messung und Verhiitung der Metallkorrosion. Riditlinien und aus- 


gewahlte Beispiele. Mit 55 Textabbildungen. Oktav. XV, 164 Seiten. 
1941. Ganzleinen RM 9.— 


BE. LOHR 


Vektor- und Dyadenredhnung fiir Physiker und Tediniker. Mit 34 Ab- 
bildungen im Text. Oktay. XV, 411 Seiten. 19390. Ganzleinen RM 18.- 


W. KLEBER 
Angewandte Gitterphysik. Behandlung der Figenschaften kristallisierter 


Kérper vom Standpunkt der Gittertheorie. Mit 54 Abbildungen im Text. 
Oktay. VIII, 175 Seiten. 1941. Ganzleinen RM 12.- 


K. GRAFF 
Grundri®f der geographischen Ortsbestimmung aus astronomischen 


Beobadhtungen. 2., neubearbeitete Auflage. Mit 63 Figuren. Oktav. 
VII, 227 Seiten. 1941. Ganzlieinen RM 8.80 


R. STROHECKER 


Methoden der Lebensmitteldhemie. Mit 43 Abbildungen und 15 Tafeln. 
Oktav. XI, 199 Seiten. 1941. Halbleinen RM 12.- 


In Vorbereitung befinden sich: 


K. Linderstrém-L ang und H. Holter, Mikromethoden der Histochemie 

und Cytochemie 7 E. Hiedemann, Ultrasdialltedhnik 7 R. Ramb, Emissions- 

spektroskopie 7 R.M Olle r, Die Fle ‘ktroanalyse 7 P. Wulff, Potentiometric 

M. v. Stackelberg, Polarographie 7 Rotn-Eisenlohr, Refraktometri- 

sches Hilfsbudh. Ne abearbe ‘itet von I’. Eisenlohr und fF. Lowe 7 G. Hesse, 
Absorptionsanalyse. 
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